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序論  
 
海洋生物毒を原因とする食中毒の多くは、食物連鎖を介して毒
を蓄積した魚介類の喫食により発生する。これらの食中毒の原因
となる毒の殆どは有毒微細藻類が生産する海洋生物毒である。毒
力が極めて強いため、微量の毒で中毒が発生することが海洋生物
毒による食中毒の特徴である。食品衛生上の重要性から、魚介類
中に含まれる原因毒の化学構造の解析ならびに定量法の開発、代
謝 毒 の 検 索 や 原 因 藻 類 が 生 産 す る 新 規 類 縁 体 の 検 索 な ど 様 々 な
研究が行われてきた。  
こ れ ら の 海 洋 生 物 毒 に よ る 食 中 毒 の 防 止 お よ び 原 因 毒 を 同 定
するために、マウス腹腔内に魚介類の毒抽出液を投与し、マウス
の 生 死 や 死 亡 時 間 に よ り 毒 力 を 判 定 す る マ ウ ス 毒 性 試 験 が 行 わ
れている。わが国では二枚貝の毒化の原因となる下痢性・脂溶性
貝毒 ,  麻痺性貝毒の監視において、マウス毒性試験を公定法とし
た検査体制が確立されており、これらの貝毒による食中毒を未然
に防止している。しかしながら、下痢性・脂溶性貝毒において、
マ ウ ス 毒 性 試 験 は 検 出 し て い る 毒 の 種 類 に 関 し て 得 ら れ る 情 報
は極めて少なく、特異性も低い。また、偽陽性反応も見られるこ
とから、マウス毒性試験に替わる検査法の開発が行われている。
さらに、欧米諸国ではマウス毒性試験のように動物を用いた検査
を制限し、機器分析などの非動物検査法への移行を推進している。
わが国においても下痢性貝毒検査について、段階的にマウス毒性
試験から LC/MS/MS 法などの機器分析による検査へ移行する見
通しとなっている。また、機器分析による海洋生物毒の検査は、
食品衛生および漁業者への経済的被害の観点から、高感度かつ信
頼性の高い定量分析法が求められる。  
さらに、わが国では発生例のない食中毒においても、原因毒を
生産する有毒微細藻類の発生が確認されており、魚介類の毒化の
リスクが存在する。これらの有毒微細藻類の本邦沿岸域における
毒生産能や毒組成を明らかにし、監視体制を整える必要がある。
原 因 毒 の 新 規 類 縁 体 を 含 め た 毒 生 産 能 お よ び 毒 組 成 の 解 明 に は
LC/MS/MS 分析による構造情報を含めた網羅的な解析が非常に有
用である。  
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本序論において、有毒微細藻類が生産する毒による食中毒およ
び下痢性・脂溶性貝毒を中心に分析法について概説する。  
 
二枚貝の食中毒  
 イガイ、カキ、ホタテガイなど二枚貝は、大量の海水をろ過し、
主に微細藻類を摂食する。摂食した微細藻類に有毒微細藻類が含
まれていると、有毒微細藻類が生産した毒を蓄積して二枚貝が毒
化する (D .  M.  Anderson  e t  a l .  2001)。こうして毒化した二枚貝をヒ
トが喫食することにより、二枚貝中毒が発生する。これまでに明
ら か と な っ て い る 主 な 二 枚 貝 に よ る 食 中 毒 と 原 因 藻 類 に つ い て
(Tab le .1 )に示す。わが国の二枚貝においては、下痢性・脂溶性貝
毒および麻痺性貝毒による毒化と中毒事例が知られている。  
下痢性貝中毒 (Dia r rhe t i c  she l l f i sh  po i son ing  :  DSP)は 1976 年に
宮 城 県 で ム ラ サ キ イ ガ イ に よ る 食 中 毒 が 発 生 し た こ と を 発 端 に
発見された中毒である (Yasumoto  e t  a l .  1978)。日本、ヨーロッパ、
北米等、世界各国で下痢性貝毒による中毒事例が報告されている
(Masanor i  Kumaga i  e t  a l .  1986 ,  Pau lo  Va le  e t  a l .  2002 ,  V.  Hossen  e t  
a l .  2011 ,  Marsha  Tay lor  e t  a l .  2013 ,  J enn i fe r  K .  L loyd  2013)。本中
毒の主症状は、約 3 時間以内に下痢・吐き気・腹痛・嘔吐などの
症 状 を 呈 す る が 、 発 熱 が な い こ と が 特 徴 で あ る (Yasumoto  e t  a l .  
1978)。 ま た 、 下 痢 性 貝 毒 に よ る 死 亡 例 は 報 告 さ れ て い な い 。 下
痢 性 貝 毒 は 多 数 の エ ー テ ル 結 合 を 有 す る 脂 溶 性 の ポ リ エ ー テ ル
化合物であり、化学構造の違いから 3 群に分類されてきた。  
第 1 群はオカダ酸 (okada ic  ac id  :  OA)群 ,  ジノフィシストキシン  
(d inophys i s tox in  :  DTX)群で、有毒渦鞭毛藻類の Dinophys i s 属や
Prorocen t rum l ima が生産する (Takesh i  Yasumoto  e t  a l .  1980 ,  1982 ,  
Mich io  Mura ta  e t  a l .  1982)。 OA はクロイソカイメンから単離・構
造決定された化合物であり (Kazuo  Tach ibana  e t  a l .  1981)、生産す
る有毒渦鞭毛藻類からカルボキシ基に対し、ジオールがエステル
結合した OA ジオールエステル群など多くの類縁体 (F ig .1 )が報告
されている (Takesh i  Yasumoto  e t  a l .  1987 ,  Gordon  R.  Macoher son  e t  
a l .  2003 ,  Tosh iyuk i  Suzuk i  e t  a l .  2004 ,  E l i e  Fux  e t  a l .  2011)。また、
二枚貝中では OA,  DTX1 の C7 位のヒドロキシ基と脂肪酸がエス
テル結合した 7-O - acy l -OA や -DTX1 に代謝され、これらは DTX3
と総称されている (Takesh i  Yasumoto  e t  a l .  1985)。 DTX3 はマウス
6 
 
腹腔内投与における最小致死量が OA,  DTX1 の 160  µ g /kg  b .w.  
(body  we igh t )に対し、 500  µ g /kg  b .w.と毒力が低い (Mich io  Mura ta  
e t  a l .  1982 ,  Masamich i  I sh ige  e t  a l .  1988 ,  Takesh i  Yasumoto  e t  a l .  
1989)。また、OA 群はマウスおよびラットに対し、腹腔内または
経 口 投 与 に よ る 急 性 毒 性 試 験 に お い て 下 痢 原 生 が 確 認 さ れ て い
る。 OA および DTX1 に特徴的な生理活性としてプロテインホス
フ ァ タ ー ゼ 1 ,  2A(PP1 ,  PP2A) に 結 合 し 強 く 阻 害 す る (Cor inna  
Bia lo jan  e t  a l .  1988)。このことから、PP2A に対する阻害活性によ
り、タンパク質の脱リン酸化が阻害され、リン酸化タンパク質が
蓄 積 す る こ と が 下 痢 原 性 の 一 因 と 推 察 さ れ て い る (Sh in j i  
Ni sh iwak i  e t  a l .  1990)。また、T84 細胞および Caco2 細胞の単層培
養細胞シートを用いた実験では、OA 濃度が 600  nM および 500  nM
の濃度で経上皮電気抵抗が減少したが、細胞障害は見られなかっ
た  ( Jyo t i  Tr ipuranen i  e t  a l .  1997 ,  Anke  Ehle r s  e t  a l .  2011)。これら
の実験より、腸管において傍細胞経路の透過性が増加することに
よって下痢原性を示すと考えられる。齧歯類を用いた皮膚二段階
発 ガ ン 試 験 お よ び 腺 胃 二 段 階 発 ガ ン 試 験 に お い て 、 OA お よ び
DTX1 は 発 ガ ン 促 進 作 用 を 持 つ と 報 告 が さ れ て い る が (Hi ro ta  
Fu j ik i  e t  a l .  1988 ,  Masami  Suganuma 1992)、長期間の投与による発
ガン性試験等の報告はない。  
第 2 群はペクテノトキシン  (pec teno tox in  :  PTX)群で、OA,  DTX
群と同様に有毒渦鞭毛藻類の Dinophys i s 属が生産する ( Jong  Soo  
Lee  e t  a l .  1989 ,  Tosh iyuk i  Suzuk i  e t  a l .  1998)。ホタテガイから発見
され (Takesh i  Yasumoto  e t  a l .  1985)、ラクトン環を持つ環状のポリ
エーテル化合物であり、Dinophys i s 属が生産する類縁体 (Tosh iyuk i  
Suz ik i  e t  a l .  2006 ,  Chr i s topher  Owen  Mi lesa  2006)や二枚貝の代謝
物が多く報告されている (F ig .2 )。日本のホタテガイは Dinophys i s
属 が 生 産 し た PTX2 の 18 位 に あ る メ チ ル 基 を 特 異 的 に PTX1,  
PTX3,  PTX6 へ と 段 階 的 に 酸 化 し (Mich io  Mura ta  e t  a l .  1986 ,  
Takesh i  Yasumoto  e t  a l .  1993)、イガイ類およびニュージーランド
ホタテガイ等の二枚貝の多くは無毒成分である PTX2 セコ酸へ代
謝する (Tosh iyuk i  Suzuk i  e t  a l .  Tox icon ,  2001)。PTX2 はアクチンの
重合を抑制し (Masa tosh i  Hor i  e t  a l .  1999 ,  Suzanne  C.  But l e r  e t  a l .  
2012)、 マ ウ ス 腹 腔 内 投 与 で は 強 い 肝 臓 毒 性 が 報 告 さ れ て い る
(Kiyosh i  Teruo  e t  a l .  1986)。しかし、経口投与において顕著な下
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痢原生は報告されていない (Chr i s topher  Owen  Mi lesa  e t  a l .  2004 ,  
Emiko  I to  e t  a l .  2008)。また、 PTX 群を原因とするヒトに対する
健康被害はこれまで報告されていない。  
第 3 群はイェッソトキシン  (yesso tox in  :  YTX)群で、ホタテガ
イから単離され、エーテル環 11 個が梯子状に連結した特徴的な
構 造 を 有 す る ポ リ エ ー テ ル 化 合 物 で あ り (Mich io  Mura ta  e t  a l .  
1987)  (F ig .3 )、有毒渦鞭毛藻の Protocera t ium re t i cu la tum などによ
って生産される (Masayuki  Sa take  e t  a l .  1997)。 35 成分以上の類縁
体が報告されており (Chr i s topher  O.  Mi les  e t  a l .  2005 ,  Bea t r i z  Paz  
e t  a l .  2008)、これまでに日本、ヨーロッパ、北米、オセアニア等
で様々な二枚貝から YTX 群が検出されている (FAO Fi sher i es  and  
Aquacu l tu re  t echn ica l  paper.  2011)。マウス腹腔内投与による YTX
の LD 5 0  は約 100~750  µ g /kg  b .w.であるのに対し、経口投与におい
ては  1  mg/kg 投与しても致死および毒性、下痢原性は確認されな
かった (Hi royuki  Ogino  e t  a l .  1997 ,  T.  Aune  e t  a l .  2002)。 YTX を 1  
mg/kg  b .w.腹腔内投与および 10  mg/kg  b .w.  経口投与した際に電
子 顕 微 鏡 検 査 に お い て 、 心 筋 細 胞 の 膨 張 が 報 告 さ れ て い る (A .  
Tubaro  e t  a l .  2003)。 YTX 群も PTX 群と同様にヒトへの健康被害
は確認されていない。  
これらのことから現在は PTX 群および YTX 群は脂溶性貝毒
(L ipophi l i c  she l l f i sh  tox in )と分類され、下痢性貝毒とは区別され
ている。さらに PTX 群や YTX 群はヒトに対する中毒事例が確認
されていないため、Codex によって検討されている海洋生物毒の
基準値において、規制の対象から外れており、米国や韓国は規制
対象外としている。  
麻痺性貝中毒  (Pa ra ly t i c  she l l f i sh  po i son ing :PSP)  はアジア、ヨ
ーロッパ、北中南米、アフリカ、オセアニアなど世界中で発生し
ており (European  Food  Sa fe ty  Author i ty  2009)、わが国ではマガキ、
アサリ、ムラサキイガイ、ホタテガイなどの二枚貝のほかマボヤ
や ウ モ レ オ ウ ギ ガ ニ な ど が 中 毒 の 原 因 食 品 と な っ て い る (Yu j i  
Nagash ima  e t  a l .  1984 ,  Kaneh i sa  Hash imoto  e t  a l .  1986)。原因毒で
あるサキ シトキシ ン (Sax i tox in： STX)群は、 二つのグ アニジウ ム
基と一つの飽水型ケトンを持つ塩基性の神経毒であり、40 成分以
上 の 類 縁 体 が 報 告 さ れ て い る が 、 主 要 毒 は 18 種 類 で あ る
(F ig .4 ) (Edward  J .  schan tz  e t  a l .  1957 ,  1974)。 STX 群は有毒渦鞭毛
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藻の Alexandr ium 属、Gymnodin ium 属や淡水産ラン藻の Anabaena
属、Lyngbya 属などによって生産される (Mar ia  Wiese  e t  a l .  2010)。
STX 群 は フ グ 毒 の テ ト ロ ド ト キ シ ン と 同 様 に ナ ト リ ウ ム チ ャ ネ
ルに結合し、細胞外からのナトリウムイオンの流入を阻害する (R .  
Henderson  e t  a l .  1974 ,  Wi l l am A.  Ca t t e ra l l  e t  a l .  2007)。マウスに対
する LD 5 0 は経口投与において 260~263  µ g /kg  b .w.  腹腔内投与に
おいては 9 .0~11 .6  µ g /kg  b .w.  と報告されている (M.  N.  Mons  e t  a l .  
1998)。中毒症状は食後 30 分ほどで口唇や手足の麻痺症状が始ま
り、重篤な場合には、呼吸困難となり死に至る。  
記憶喪失性貝中毒 (Amnes ic  she l l f i sh  po i son ing  :  ASP)の原因毒
であるドウモイ酸 (domoic  ac id  :  DA)は回虫の駆虫成分として紅
藻類のフジマツモ科ハナヤナギから単離・構造決定されたアミノ
酸化合物である (Tunematsu  Takemoto  e t  a l .  1966)。 DA は、中枢神
経 伝 達 物 質 の L-グ ル タ ミ ン 酸 と 同 様 の 分 子 構 造 を 持 つ (F ig .5 )た
め、DA 群やカイニン酸はアゴニストとして作用する。 L-グルタ
ミ ン 酸 と 比 較 し 海 馬 に あ る グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 に 強 く 結 合 す る
ため、 脳細胞が異常興奮・壊死する (Olga  M.  Pu l ido  e t  a l .  2008)。
マウスに対する LD50 値は腹腔内投与で 3 .6  mg/kg  b .w.と他の海洋
生物毒よりも低い (Bryan  Gr immel t  e t  a l .  1990)。中毒症状として、
食後 3～ 6 時間以内に腹痛や下痢、嘔吐の初期症状が見られ、意
識の混濁、見当識の喪失、記憶喪失が見られる (Ewen  C.  D.  Todd  e t  
a l .  1993)。記憶喪失性貝中毒は、1987 年にカナダのプリンスエド
ワ ー ド 島 で ム ラ サ キ イ ガ イ を 原 因 と す る ヒ ト の 中 毒 事 例 が 報 告
されているが、公式な記録として本事例の他に報告例はない。プ
リンスエドワード島での中毒事例では、中毒患者数は 100 名以上
報告され、  そのうち 3 名が死亡した ( J .  L .  C .  Wr igh t  e t  a l .  1989)。
中毒検体として残されていたムラサキイガイの DA 含有量は 31
から 128  mg/100  g に達していたことが報告されている (Tr i sh  M.  
Per l  e t  a l .  1990)。 ヒトに対する経口毒性は 60～ 110  mg で発症し、
135～ 295  mg で重症化するとされる (Ewen  C .  D.  Todd  e t  a l .  1993 . )。
日 本 国 内 に お い て 記 憶 喪 失 性 貝 毒 に 対 す る 監 視 体 制 や 規 制 値 は
定められておらず、輸出時に行われる貝毒検査では、米国やカナ
ダの規制値である 20  pp m を基準値とする検査が行われているが、
二 枚 貝 か ら 毒 が 検 出 さ れ た 事 例 は 報 告 さ れ て い な い (Ka t h i  
A.Le febvre  e t  a l .  2010)。記憶喪失性貝毒の検査方法は、マウス毒
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性試験において DA のマウス腹腔内投与による毒性が低いことか
ら適していない。  そのため、  LC-UV 法や LC/MS/MS 法により
検出・定量されている (Michae l  A.  Qui l l i am e t  a l .  1995 ,  A.  Fu rey  e t  
a l .  2001) 。  記 憶 喪 失 性 貝 毒 は 珪 藻 の Pseudo-n i t z sch ia 属 や
Ni t z sch ia 属、Amphora 属によって生産され (S .  S .  Ba t es  e t  a l .  1989 ,  
Yuich i  Kotak i  e t  a l .  2000 ,  Yuzuru  Sh imizu  e t  a l .  1989) 、  P.  
mul t i ser i es の DA 生産能が高いとされている  (Yuich i  Kotak i  2008)。
本邦において大船渡湾で採集された P.  mul t i ser i es から  DA の生
産が確認されている (Yuich i  Kotak i  e t  a l .  1999)。  わが国において
様 々 な 種 の Pseudo-n i t z sch ia 属 の 生 息 が 確 認 さ れ て い る が
(Aure l i e  Le long  e t  a l .  2012)、  国内沿岸域における種間の毒生産
能についての知見はほとんどない。  
神経性貝毒中毒 (Neuro tox ic  she l l f i sh  po i son ing  :  NSP)は 1992 年
にニュージーランドで二枚貝による 280 名以上の食中毒が 発生
(Ba tes  e t  a l .  1993)し、中毒検体からブレべトキシン (b reve tox in  :  
BTX) 類 縁 体 が 発 見 さ れ た (Hi tosh i  I sh ida  e t  a l .  1995 ,  Kazuya  
Mura ta  e t  a l .  1998)。 BTX 群は有毒渦鞭毛藻の Karen ia brev i s か
ら、魚類の大量斃死を引き起こす魚毒成分として発見された化合
物で、基本骨格構造の違いにより BTX A 型と BTX B 型に分け
ら れ る (F ig .6 ) (Yong-Yeng  L in  e t  a l .  1981 ,  Yuzuru  Sh imizu  e t  a l .  
1986)。 中 毒 症 状 と し て 手 足 や 顔 面 の 痺 れ 、 か ゆ み 、 知 覚 異 常 、
温度感覚の逆転 (ドライアイスセンセーション )や倦怠感、頭痛、
筋肉痛などの神経症状を呈し、通常では 1 日～ 2 日程度で回復す
る。これらの神経症状は BTX 群がナトリウムチャネルに特異的
に結合し、サキシトキシン群とは逆に細胞内へナトリウムイオン
の 流 入 を 活 性 化 さ せ る こ と に よ り 発 現 す る と 推 察 さ れ て い る
(Ala in  Lombet  e t  a l .  1987)。  
アザスピロ酸 ( azasp i rac id :AZA)群を原因とする食中毒は、 1995
年 に オ ラ ン ダ で ア イ ル ラ ン ド 産 の ム ラ サ キ イ ガ イ に よ る 食 中 毒
が最初の例であり、アイルランド、イタリア、フランス、イギリ
ス、米国等でアイルランド産のムラサキイガイを原因とする食中
毒が報告されている (Michae l .  J .  Twiner  e t  a l .  2014)。 AZA 群はア
ザスピロ環を持つポリエーテル化合物であり (Masayuk i  Sa take  e t  
a l .  1998 ,  Ka t suya  Ofu j i  e t  a l .  1998 ,  Emiko  I to  e t  a l .  2000)  (F ig .7 )、
中毒症状は下痢・吐き気・腹痛・嘔吐と下痢性貝毒と類似してい
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るが、PP1、PP2A に対する阻害作用はなく、リンパ球の壊死や (A .F.  
F lanagana  e t  a l .  2001 ,  Michae l  J .  Twiner  e t  a l .  2005)、マウスに対し
て肝臓の脂肪化や肺の浮腫などが見られる (Emiko  I to  e t  a l .  2002 ,  
Michae l  J .  Twiner  e t  a l .  2008)。原因藻として Azadin ium sp inosum
など新種の小型渦鞭毛藻類が AZA 群を生産することが確認され
ている (Urban  Ti l lmann  e t  a l .  2009)。  
このように海洋生物毒による二枚貝の食中毒は、中毒症状によ
り分類され、下痢性貝毒・麻痺性貝毒は世界各国で発生しており、
発生海域は拡大傾向にある。わが国の二枚貝において記憶喪失性
貝毒、神経性貝毒、アザスピロ酸による毒化・中毒事例は確認さ
れていないことから、国内で消費される国産二枚貝については、
これらの貝毒に対する監視体制は整備されていない。  
 
魚介類の食中毒  
有 毒 渦 鞭 毛 藻 類 が 生 産 し た 毒 を 原 因 と す る 魚 介 類 の 食 中 毒 に
シガテラ中毒やパリトキシン中毒があり、いずれも有毒渦鞭毛藻
類が生産した毒を食物連鎖によって魚介類が蓄積し、毒化すると
考えられている。  
シガテラ中毒 (Cigua te ra  f i sh  po i son ing :CFP)は熱帯・亜熱帯のサ
ン ゴ 礁 を 中 心 に 年 間 2 万 人 以 上 の 発 生 が 推 定 さ れ て お り (Le igh  
Lehane  e t  a l .  2000 ,  J .C .  de  Fouw e t  a l .  2001)、世界最大規模の自然
毒による食中毒とされている。わが国では、シガテラ中毒の多く
が沖縄県で発生しており、主にフエダイ科のバラフエダイ・イッ
テンフエダイ、ハタ科のバラハタなど肉食魚類が中毒の原因魚と
なっている。また、これらの肉食魚は大きい個体になると有毒率
が高まることが報告されている (Naomasa  Osh i ro  e t  a l .  2010)。シ
ガテラ中毒の原因毒はシガトキシン ( c igua tox in  :  CTX)群で、エー
テル環が梯子状に連なったポリエーテル化合物であり、基本骨格
構造の違いから CTX1B,  3C 型 (Mich io  Mura t a  e t  a l .  1989 ,  Masayuki  
Sa take  e t  a l .  1993)、  カリブ海型の C-CTX 型 (F ig .8 )、化学構造が
明らかになっていないインド洋型の I -CTX 型が報告されている
(Richard  J .  Lewis  e t  a l .  1998)。 CTX 生産藻類として Gambierd i scus  
tox icus が CTX3C および CTX4A,  4B を生産することが報告されて
いる (Mich io  Mura ta  e t  a l .  1990 ,  Masayuki  Sa t ake  e t  a l .  1997)。これ
ら の 成 分 が 食 物 連 鎖 の 過 程 で 酸 化 さ れ 、 毒 性 の 強 い CTX1B や
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51-hydoroxy CTX3C などに変換し (Masayuk i  Sa take  e t  a l .  1998)、
シガテラ中毒の原因毒となると推定されているが、中毒の詳細に
ついては不明な点が多い。CTX 群は毒性が非常に強く、最も毒性
の 強 い 成 分 CTX1B は マ ウ ス 腹 腔 内 投 与 に よ る 致 死 活 性 は 350  
ng /kg  b .w.とされ、ヒトの最小発症量は経口摂取で 70  ng と推定さ
れている (Takesh i  Yasumoto .  2005)。 CTX 群は BTX 群と同様にナ
ト リ ウ ム チ ャ ネ ル に 結 合 し ナ ト リ ウ ム イ オ ン の 流 入 を 活 性 化 さ
せる作用を示す ( J ean-Nod  Bidard  e t  a l .  1984)。症状において BTX
群と類似した消化器系の症状、神経系症状の症状を呈するが、症
状が半年以上と長期化する事例も報告されている。  
パ リ ト キ シ ン (Pa ly tox in :PLTX) は イ ワ ス ナ ギ ン チ ャ ク の
paly thoa  tox ica から単離構造解析された平均分子量が 2681 の巨
大な化合物であり、糖類やペプチド、核酸とは異なり繰り返し構
造を持たず、多数のヒドロキシ基を有するポリオール化合物であ
る (Richard  E .  Moore  e t  a l .  1971 ,  1981)。 PLTX 類縁体であるオスト
レオシン (OST)群やオバトキシン (OVTX)群は、有毒渦鞭毛藻類の
Ostreops i s 属 に よ り 生 産 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る (Masay a  
Usami  e t  a l .  1995 ,  Takanor i  Ukena  e t  a l .  2001 ,  Pa t r i z i a  Cimin ie l l o  e t  
a l .  2012) (F ig .9 )。  
熱帯や亜熱帯に生息するニシン類やイワシ類の喫食によって、
ク ル ペ オ ト キ シ ズ ム と 呼 ば れ る 致 死 率 が 高 い 食 中 毒 が 発 生 す る
(Yutaka  Onuma  e t  a l .  1999)。この食中毒は、喫食した際に、異常
な金属味を感じ、吐き気、嘔吐、下痢、腹痛、筋肉痛、倦怠感な
どの症状に加え、悪寒、血圧の低下、頻脈など虚脱症状を伴い、
重症の場合 15 分ほどで死亡する。またフィリピンなどの南方海
域 で は ク ル ペ オ ト キ シ ズ ム と 類 似 し た 症 状 の 食 中 毒 が ヒ ロ ハ オ
ウ ギ ガ ニ な ど オ ウ ギ ガ ニ 科 の カ ニ に よ っ て 発 生 し て い る (Ange l .  
C .  Alca la  e t  a l .  1988)。マダガスカルで発生したイワシ類による食
中毒は、中毒検体の頭部からクロマトグラフィーの挙動が PLTX
と一致し、PLTX 抗体で阻害される遅延性溶血活性が発見された。
さらに MALDI-TOFMS の結果から PLTX 類縁体と推定され、本中
毒 の 原 因 毒 で あ る こ と が 推 測 さ れ て い る (Yutaka  Onuma  e t  a l .  
1999)。また、フィリピンに生息するオウギガニの 2 種のカニか
ら高い濃度の PLTX 群が検出され、各種クロマトグラフィーの挙
動 や 精 製 し た 毒 の マ ウ ス 対 す る 投 与 量 と 致 死 時 間 が 一 致 す る こ
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とから、中毒原因が PLTX 類縁体であることが推定された (Takesh i  
Yasumoto  e t  a l .  1986)。  
わが国では、アオブダイやハコフグなどを喫食した際に発生す
る食中毒が発生しており、中毒検体がウワバインや PLTX 抗体に
よ っ て 抑 制 さ れ る 遅 延 性 溶 血 活 性 や マ ウ ス 致 死 活 性 を 持 つ
(Sh ige to  Tan iyama .  2008)ことから原因毒が PLTX および PLTX 関
連物質と考えられ、 PLTX 様食中毒と呼ばれている。しかし、中
毒検体から既知毒の PLTX および PLTX 類縁体は LC/MS/MS 分析
により検出されなかった (Tosh iyuk i  Suzuk i  e t  a l .  2013)。さらに、
マウス致死活性の低さや、投与量と致死時間が PLTX と大きく異
なることから原因物質は PLTX 関連物質とは異なる化合物の可能
性も指摘されている (Takesh i  Yasumoto .  2013)。  
こ れ ら の 有 毒 微 細 藻 類 が 生 産 す る 毒 に よ る 二 枚 貝 や 魚 類 の 食
中毒に対し、マウスに対して感受性の低い DA を除き、マウス毒
性試験が広く採用されている。これらの海洋生物毒が特異性、感
度、精度の高い機器分析法に移行することで、食の安全性は向上
し、下痢性貝毒においては過剰な規制の減少も期待される。機器
分 析 へ 移 行 す る た め に は 有 毒 微 細 藻 類 が 生 産 す る 毒 組 成 や 新 規
類 縁 体 の 解 析 お よ び 魚 介 類 中 に 含 ま れ る 毒 代 謝 物 の 網 羅 的 解 析
や毒の高感度な定量法開発が重要な課題である。  
 
下痢性貝毒の分析法  
 わが国における下痢性貝毒検査の公定法は、マウス腹腔内投与
によるマウス毒性試験である。体重 16～ 20  g のマウスを 24 時間
で死亡する毒力を 1 マウスユニット (MU)として定義し、食品 1  g
あたりの基準値を 0 .05  MU 以下と定めている (環乳第 37 号 ,  1981)。
0 .05  MU を DTX1 に換算すると約 0 .16  µ g /g となる。一方、マウ
ス毒性試験では下痢性貝毒 OA,  DTX 群の他に、PTX 群や YTX 群
も検出する。さらに、遊離不飽和脂肪酸もマウス毒性試験によっ
て検出されることも報告されている (Toru  Takag i  e t  a l .  1984)。こ
のようにマウス毒性試験は特異性に欠け、下痢性貝毒 OA,  DTX
群の検査法としては、妥当ではないことが近年指摘されてき た 。 
 マウス毒性試験に替わる下痢性貝毒の検査法として、液体クロ
マ ト グ ラ フ ィ ー /質 量 分 析 (LC/MS)法 ま た は 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィー /タンデム質量分析 (LC/MS/MS)法が確立されている。定量分
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析 に お い て は 操 作 が 容 易 な 四 重 極 型 (QMS)の 質 量 分 析 計 が 用 い
られることが多い。この手法は下痢性貝毒の OA,  DTX 群と脂溶
性 貝 毒 の PTX 群 、 YTX 群 を 一 斉 分 析 す る こ と が 可 能 で あ る
(Michae l  A.  Qui l l i am e t  a l .  2011)。さらに LC/MS 法の定量結果は
マウ ス毒 性試 験の 結果 と高 い相 関性 が確 認さ れて いる (Tosh iyuk i  
Suzuk i  e t  a l .  2005)。イオン化法は一般的にエレクトロスプレーイ
オン化法 ( e l ec t rospray  ion iza t ion：ESI )が用いられる。LC/MS 法で
は 対 象 化 合 物 の イ オ ン を 選 択 的 に 検 出 す る 選 択 イ オ ン モ ニ タ リ
ング (Se lec t ive  ion  moni to r ing： SIM)法で行われる。 LC/MS/MS 法
ではプリカーサーイオンを第一四重極 (Q1)で選択し、コリジョン
セル (Q2)で、窒素やアルゴンなど不活性ガスとの衝突によって分
子を開裂させ、生成したプロダクトイオンを第三四重極 (Q3)より
選 択 す る 多 重 反 応 モ ニ タ リ ン グ (Mul t ip le  r eac t ion  moni to r ing：
MRM) に よ っ て 、 よ り 選 択 性 の 高 い 検 出 が 可 能 と な っ て い る
(Tosh iyuk i  Suzuk i  e t  a l .  2011)。さらに LC/MS/MS 法は化合物の構
造解析においても非常に有用な手法であり、 MS/MS 分析で得 ら
れ る 特 徴 的 な プ ロ ダ ク ト イ オ ン を 既 知 の 化 学 構 造 へ 体 系 的 に 帰
属することにより、フラグメントパターンから新規類縁体の化学
構造を推定することが可能である (Tosh iyuk i  Suzuk i  e t  a l .  2006)。
また極めて高感度な分析法であるため、微量な試料においても構
造解析に有益な情報が得られる。  
高感度分析が可能である反面、 LC/MS,  MS/MS 法による定量分
析においては、生体試料中の夾雑物 (マトリックス )の影響により
目 的 化 合 物 の イ オ ン 化 が 抑 制 も し く は 促 進 す る マ ト リ ッ ク ス 効
果によって、測定値が真値から外れることが多くの化合物で報告
されている。下痢性・脂溶性貝毒の LC/MS 分析においてもマト
リックスの影響が報告されている (Sh inya  i to  e t  a l .  2001)。欧州連
合 (EU)の下痢性・脂溶性貝毒分析における標準作業手順書 (SOP)
で は 既 知 量 の 毒 を 含 む 試 料 の 回 収 率 か ら 測 定 値 の 補 正 を 行 う 手
法を用いている (European  Union  Refe rence  Labora to ry  fo r  Mar ine  
Bio tox ins .  2011)。しかし、全ての試料において同一のマトリック
ス効果を受けるとは限らないため、マトリックスに依存しない分
析法や前処理法の確立が求められている。  
また、質量分析法の他に OA,  DTX 群の定量法として OA,  DTX
群のカルボキシル基に対し蛍光化試薬 9-an thry ld iazomethane を反
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応させた蛍光 HPLC 法が確立されている ( Jong  Soo  Lee  e t  a l .  1987)。
しかし、試料調製時の前処理が煩雑であることに加え、回収率・
再現性についても十分な検討が行われていない。さらに、簡易的
な検出法としては、OA 群が有する PP2A 酵素阻害活性を利用し、
p-Ni t rophenylphospha te を基質とした PP2A による加水分解率によ
り OA 群を定量する測定法 (Minoru  I sobe  e t  a l .  1995)が確立されて
いる。  
 
日本沿岸域における有毒微細藻類  
わが国の二枚貝は下痢性・脂溶性貝毒、麻痺性貝毒により毒化
し、二枚貝の出荷が規制される。下痢性貝毒は Dinophys i s 属や
Prorocen t rum 属が OA,  DTX 群を生産し、日本沿岸域において、
主に北海毒や東北地方で発生する。主な原因藻は有毒渦鞭毛藻の
Dinophys i s  acumina te ,  D.  fo r t i i の 2 種とされる (Takesh i  Yasumoto  e t  
a l .  1980 ,  Tosh iyuk i  Suzuk i  e t  a l .  2009)。一方、西日本海域におい
ても同様に Dinophys i s 属の発生が報告されているが、下痢性貝毒
に よ る 毒 化 事 例 は 少 な く 、 散 発 的 な 毒 化 が 報 告 さ れ て い る
(Naot sugu  Ha tanaka  e t  a l .  2011)。 Dinophys i s 属は同種においても
海域の違いから、生産する毒の組成が異なることが報告されてお
り ( J .  S .  Lee  e t  a l .  1989)、原因藻の発生と二枚貝の毒化について不
明な点も多く存在する。麻痺性貝毒は有毒渦鞭毛藻 Alexandr ium
属 ,  Gymnodin ium ca tena tum  に よ る 生 産 が 報 告 さ れ て い る 。    
A.  tamarense  および A.  ca tene l la は日本沿岸に広く分布すること
が確認されている。また、瀬戸内海では A.  t amiyavan ich i i、山口
県および大分県では Gymnodin ium ca tena tum の分布が報告されて
いる (Kazumi  Matsuoka  e t  a l .  2006 ,  今井一郎 e t  a l .  2007)。本邦沿
岸域において、これらの 4 種を原因藻とする二枚貝の毒化が報告
されている。  
また、本邦の南方海域で発生するシガテラ中毒の原因毒である
CTX 群は底生有毒渦鞭毛藻 Gambierd i scus 属が生産することで知
られており (Mi re i l l e  China in  e t  a l .  2010)、西日本沿岸域において
も Gambierd i scus 属の分布が確認されている (Ryoma Kamikawa  e t  
a l .  2010)。しかし、本邦の Gambierd i scus 属から CTX 群の検出は
報告されていない。  
わ が 国 で は 中 毒 事 例 の な い 記 憶 喪 失 性 貝 毒 を 生 産 す る 珪 藻
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Pseudo-n i t z sch ia 属 や 神 経 性 貝 毒 を 生 産 す る 渦 鞭 毛 藻 Karen ia  
brev i s、PLTX 類縁体を生産する底生渦鞭毛藻 Ostreops i s 属の分布
が報告されている。また本邦の Pseudo-n i t z sch ia 属や Ostreops i s
属 か ら は DA や PLTX 類 縁 体 の 生 産 が 報 告 さ れ て い る (Yuich i  
Kotak i  e t  a l .  1999 ,  Takanor i  Ukena  e t  a l .  2001 ,  Hidek i  Uchida  e t  a l .  
2013)  。また、Pseudo-n i t z sch ia 属は同種においても海域によって
DA 生産能の有無が分かれており (Aure l i e  Le long  e t  a l .  2012)、日
本沿岸域の Pseudo-n i t z sch ia 属出現種および DA 生産能の解析が
重要である。 PLTX 関連化合物はアオブダイやハコフグによる食
中毒の原因と疑われており、 PLTX 群の LC/MS/MS 分析による検
出には、日本沿岸域の Ostreops i s 属が生産する PLTX 類縁体の網
羅的な解析が必要である。  
日本沿岸域において、環境の変動に伴い毒化例のない原因藻が
増殖し、魚介類が毒化することが懸念される。下痢性貝毒や麻痺
性貝毒を生産する原因藻に加え、日本沿岸域に分布する様々な有
毒 微 細 藻 類 に つ い て も モ ニ タ リ ン グ 体 制 や 原 因 毒 の 分 析 体 制 を
整備する必要がある。  
 
本研究の概要  
本研究では、わが国の二枚貝において発生する下痢性・脂溶性
貝毒の LC/MS 分析や蛍光 HPLC 分析の機器分析法について、高
感度かつ精密な定量法を検討した。さらに、 LC/MS/MS 分析によ
り、わが国で発生例のない記憶喪失性貝毒や PLTX を生産する原
因微細藻の毒生産能および新規類縁体の探索・構造解析を行った。
本研究は、機器分析により原因毒の信頼性の高い定量分析法の開
発 や 有 毒 微 細 藻 類 の モ ニ タ リ ン グ に 有 益 な 知 見 を 得 る こ と に よ
って、機器分析による食の安心・安全の向上に資することを目的
としている。  
 第 1 章では、わが国で開発された下痢性・脂溶性貝毒の LC/MS
分析法おける二枚貝マトリックスの影響を、下痢性・脂溶性貝毒
で 主 に 毒 化 す る ム ラ サ キ イ ガ イ お よ び ホ タ テ ガ イ を 用 い て 評 価
した。LC/MS 分析の陰イオンモードにおいて二枚貝試料中の下痢
性・脂溶性貝毒は、マトリックス効果によりイオン化が促進した。
さらに、カートリッジカラムを用いた前処理によるイオン化促進
物質の効率的な除去法を検討した。下痢性・脂溶性貝毒の LC/MS
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分析において Capt iva  ND L i p i d ,  Oas i s  MCX p lus の 2 種のカートリ
ッジカラムによる前処理が有効であることが明らかになった。  
 第 2 章では下痢性貝毒 OA 群の蛍光 HPLC 分析にカラムスイッ
チングシステムを導入し、回収率や再現性の低下の要因となるシ
リ カ カ ラ ム に よ る 煩 雑 な 前 処 理 操 作 を 省 略 し た 自 動 前 処 理 蛍 光
HPLC 分析法を確立した。前処理カラムとして疎水性相互作用の
低いシアノプロピル基 (CN)を有するカラムにより、 OA 群蛍光誘
導体と夾雑物を分離した。前処理カラムより OA 群蛍光誘導体が
溶 出 す る 画 分 を カ ラ ム ス イ ッ チ ン グ に よ り 、 ト リ ア コ ン チ ル 基
(C30)を有する濃縮カラムへ導入した。濃縮カラムへ分取した OA
群蛍光誘導体の画分は分析用の C30 カラムによって、完全に夾雑
物と分離し検出した。  
本法は添加回収実験により 0 .08 ,  0 .16 ,  0 .8  µ g /g の濃度において
非常に精確な定量が可能であり、検出感度も LC/MS 法と同等で
あ っ た 。 天 然 で 毒 化 し た ム ラ サ キ イ ガ イ 試 料 に つ い て 本 法 と
LC/MS 法による定量値は高い相関が得られ、 LC/MS 法と同等以
上の高感度かつ精確な手法であることが確認された。  
第 3 章では国内で発生例のない記憶喪失性貝毒を生産する珪藻
Pseudo-n i t zch ia  属について、LC/MS/MS 分析により本邦の出現種
培養株の DA 生産能を調べた。さらに海水および培地中に含まれ
る微量の DA を検出するため、ODS 固相抽出カートリッジカラム
による DA の濃縮法を検討した。 ODS 固相抽出カラムの平衡化、
洗浄および試料を 50  mM ギ酸 ,  2  mM ギ酸アンモニウム溶液にす
ることにより、 ODS 固相抽出カートリッジカラムに効率良く DA
が保持されることが明らかになった。LC/MS/MS 分析により、広
島県で採集した P.  mul t i ser i es ,  P.  mul t i s t r ia ta の二種の培養株から
DA が検出され、細胞あたりの毒生産量は 0 .57  ～ 1 .20  pg /ce l l と
微量であった。また、わが国沿岸の P.  mul t i s t r ia ta から DA を検
出した事例はなく、本研究により初めて毒生産能が確認され、有
毒種のモニタリングに有益な知見となった。  
第 4 章では底生有毒渦鞭毛藻 Ostreop i s i s  ova ta が生産する PLTX
類縁体の OVTX 群について、本邦沿岸で採集した O.  ova ta の培養
株のメタノール抽出液を LC/MS/MS を用いて解析した。イタリア
地中海で採集された O.  ova ta 培養株のメタノール抽出液と比較し、
本邦沿岸で採集した O.  ova ta の培養株に含まれる OVTX 群は溶出
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時間が異なることから、イタリア地中海の O.  ova ta が生産する
OVTX 群の異性体であることが明らかとなった。本邦沿岸で採集
した O.  ova ta  が生産する新規 PLTX 類縁体を特徴的なフラグメン
トイオンにより検索すると供に、主要成分である OVTX-aAC に
ついて、LC/QTOFMS 分析により得た MS/MS スペクトルから構造
解析を行った。 PLTX 標準品および OVTX-aAC の MS/MS スペク
トルから本邦沿岸の O.  ova ta が生産する OVTX-aAC は C16-C20
および C53-C73 の間からヒドロキシ基が 1 つ欠損している構造を
有すると推測した。  
 以上のように本研究において、わが国で頻発する下痢性・脂溶
性貝毒の LC/MS 分析におけるカートリッジカラムによる簡易前
処理法および OA 群の自動前処理蛍光 HPLC 分析法の開発により、
高感度かつ精確な定量法を確立した。また、 LC/MS/MS 分析によ
る様々な測定手法を用いて、わが国において食中毒の発生例のな
い記憶喪失性貝毒 DA を生産する Pseudo-n i t zch ia  属や PLTX 類縁
体を生産する Ostreops i s 属の生産毒を解析した。固相抽出カート
リ ッ ジ カ ラ ム に よ る 海 水 ・ 培 地 中 の 微 量 な DA を 濃 縮 し 、
LC/MS/MS 分析により検出する手法は DA 生産藻の監視に非常に
有用である。また、本邦において DA の生産能が確認されていな
かった P.  mul t i s t r ia ta から初めて DA を検出した。さらに日本沿
岸域に生息する O.  ova ta から LC/MS/MS 分析および LC/QTOFMS
分析によって、多種の新規 OVTX 類縁体の存在を明らかにした。 
 
本論文はこれらの結果を取りまとめたものであり、本論文の一
部 に つ い て は 既 に 以 下 の よ う に 学 会 で の 口 頭 発 表 お よ び 学 術 論
文として公表済みである。  
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図表  
 
 
 
Tab le .1  Seafood  po i son ing  by  she l l f i sh  con tamina ted  wi th  a lga l  tox ins .  
 
Poisoning Causative toxins Production algae
Diarrhetic Shellfish Poisoning　(DSP) Okadaic acid group Dinophysis  spp., Prorocentrum  spp.
Paralytic Shellfish Poisining (PSP) Saxitoxin group Alexandrium  spp., Gymnodium catenatum
Amnesic Shellfish Poisoning (ASP) Domoic acid group Pseudo-nitzchia  spp., Nitzchia spp. Amphora  spp.
Neurotoxic Shellfish Poisoning (NSP) Brevetoxin group Karenia brevis
Azaspiracid Shellfish Poisoning (AZP) Azaspiracid group Azadinium spinosum
  
F ig .1  Chemica l  s t ruc tu res  o f  okada ic  ac id  and  d inophys i s tox in  
ana logues .  
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 Fig .2  Chemica l  s t ruc tu res  o f  pec teno tox in  ana logues .
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F ig .3  Chemica l  s t ruc tu res  o f  
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yesso tox in  ana logues .  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
F ig .4  Chemica l  s t ruc tu res  o f  sax i tox in  ana logues .
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 Fig .5  Chemical structures of domoic acid analogues
glutamic acid. 
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F ig .6  Chemica l  s t ruc tu res  o f  Breve tox in  ana logues .
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F ig .7  Chemica l  s t ruc tu res  o f  Azasp i r ac id  ana logues .
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F ig .8  Chemica l  s t ruc tu res  o f  c igua tox in  ana logues .
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F ig .9
 
 
 
 Chemica l  s t ruc tu res  o f  Pa ly tox in  ana logues .
28 
 
 
29 
 
第 1 章  
下痢性・脂溶性貝毒の LC/MS 分析におけるマトリックス効果に関する研究 
 
 LC/MS 分析を用いた定量分析は、試料に由来する夾雑物（マト
リックス）の影響によって、イオン化が抑制または促進し、目的
化 合 物 の 定 量 値 に 大 き な 影 響 を 与 え る マ ト リ ッ ク ス 効 果 が 問 題
となる。このマトリクス効果は下痢性・脂溶性貝毒の LC/MS 法
においても報告されており、LC/MS 法を貝毒検査に導入するため
には、マトリックス効果を受けない分析条件や前処理法の検討が
必要となっている。本章では下痢性・脂溶性貝毒の LC/MS 法に
よる定量分析において、カートリッジカラムを用いた簡易的な前
処理法を検討し、マトリックスの影響を受けない LC/MS 分析法
を確立した。  
 
 
試料および方法  
 
試料  
 2012 年 7 月に宮城県女川湾で採集したホタテガイおよび 2012
年 7 月に広島県広島湾で採集したムラサキイガイを用いた。ホタ
テ ガ イ お よ び ム ラ サ キ イ ガ イ は 中 腸 線 を 含 む 可 食 部 を -25  ℃ で
冷凍し保管した。  
 
試薬  
 メ タ ノ ー ル お よ び ア セ ト ニ ト リ ル は 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 用 を 用 い 、 99%酢 酸 (和 光 純 薬 工 業 ,  大 阪 )は 特 級 を 使 用 し た
(和光純 薬工業 ,  大阪 )。  98％ギ 酸 および ギ 酸アン モ ニウム (ナカ
ライテスク ,  京都 )は精密分析用を用いた。 30％アンモニア水 (関
東 化 学 ,  東 京 )は 特 級 を 用 い た 。 超 純 水 は 、 EASY Pure® RODI  
Sys tem(Barns tead ,  USA)により製造した。  
 
下痢性・脂溶性貝毒標準品  
貝毒標準品のオカダ酸 (OA) ,  ジノフィシストキシン -1  (DTX1) ,  
ペ ク テ ノ ト キ シ ン -1  (PTX1) ,  ペ ク テ ノ ト キ シ ン -2  (PTX2) ,  ペ ク
テノトキシン -6  (PTX6) ,  イェッソトキシン  (YTX)  各 20  µ g をメ
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タノール  1  mL に溶解し、各標準品  50  µ L を合わせ窒素ガスによ
り風乾し、下痢性・脂溶性貝毒標準品混合物 1  µ g を調製した。  
 
検量線  
 下痢性・脂溶性貝毒標準品混合物  1  µ g をメタノール  1  mL に
溶解し、メタノールで 2 .5 ,  10 ,  25 ,  50 ,  100 ,  200  ng /mL に希釈し、
下痢性・脂溶性貝毒検量線用標準液とした。検量線は試料分析の
前後に標準液を測定し作成した。  
 
二枚貝抽出液の調製  
冷凍保存したホタテガイまたはムラサキイガイは解凍し、中腸
腺を含む可食部 200  g  以上をハンドブレンダーで細断し、ホモジ
ナイザーによって均一なホモジネイトを調製した。各二枚貝ホモ
ジネイト  1  ±  0 .05  g に対し 9  mL の 90％メタノール /水  (9：1 ,  v /v )
を加えホモジナイザーで 1 分間抽出した。抽出した試料は遠心分
離機より室温で  3 分間 2000  g で遠心分離を行い、上清を 2  mL バ
イアルに入れ LC/MS 分析用の試料とした。  
 
下痢性・脂溶性貝毒添加試料の調製  
 添加回収試験は高濃度および低濃度の 2 濃度で行った。二枚貝
ホモジネイト  1  g ± 0 .05  g に対し、高濃度添加として OA 群お
よび PTX 群は下痢性・脂溶性貝毒の基準値である 160  ng ,  YTX は
定量限界の約 10 倍の 1000  ng 添加した。低濃度添加として OA 群
および PTX 群は 50  ng ,  YTX は 100  ng 添加した。添加試料の調製
は添加から抽出まで 5 回行い、繰り返し分析の精度や真度を算出
した。  
 
LC/MS 分析  
液体クロマトグラフは Agi l en t  1200 モデル (Agi l en t  t echno logy,  
USA)を使用し、ハイブリットトリプル四重極 /リニアイオントラ
ップ質量分析計は 3200  Qt rap  (AB Sc iex ,  USA)を使用した。  
 LC/MS 移動相のストック溶液は 98%ギ酸  11 .74  g およびギ酸ア
ンモニウム  0 .63  g を秤量し、超純水に溶解し 250  mL にメスアッ
プした後、 pH を 30％アンモニア水を用いて pH 2 .30  ± 0 .05  に調
整し、これを LC/MS 分析の移動相を調製するためのストック溶
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液とした。ストック溶液は冷蔵で保管し 1 か月以内に使用した。
移動相は A 液として 50  mM ギ酸 ,  2  mM のギ酸アンモニウムを含
む超純水 (超純水  475  mL：ストック溶液 25  mL,  v /v )、B 液として
50  mM ギ酸 ,  2  mM のギ酸アンモニウムを含む 95% アセトニトリ
ル (アセトニトリル  475  mL：ストック溶液 25  mL,  v /v )の 2 相を用
いた。カラムは Hypers i l BDS C8  (粒径 3µm)φ2 .1×50  mm (Thermo  
Sc ien t i f i c ,  USA)を使用した。カラム温度を 20  ℃に保ち、グラジ
エント条件は 10 分間で 20％ B から 100％ B にし、15 分間 100％ B
を流速 0 .2  mL/min で下痢性・脂溶性貝毒を分離した。カラムの
平衡化は 20％ B を 13 分間流し行った。  
MS のイオン化はエレクトロスプレーイオン化法 (ESI )を用い、
陰イオン モードの 選択イオ ンモニタ リング (S IM)によって測定 し
た 。 イ オ ン チ ャ ン ネ ル と し て [M-H｣ -の OA:m/z  803 .5 ;  DTX1:m/z  
817 .5 ;  PTX1:m/z  873 .5 ;  PTX2:m/z  857 .5 ;  PTX6:m/z  887 .5 ;  YTX:m/z  
1141 .5 を検出した。  
検量線用標準品および試料の注入は、検量線用標準品を低濃度
から順に測定し、標準品測定後にブランクとしてメタノールを注
入した。試料 5 検体につき 1 度 Qual i ty  con t ro l  (QC)として中間濃
度の標準品を測定した。試料分析の後、再度ブランクとしてメタ
ノールを注入し、低濃度から順に検量線用標準品を測定した。  
 
カートリッジカラムによるマトリックス効果原因物質の除去  
逆相カートリッジカラムとして、Sep  Pak  p lus  Dio l ,  Sep  Pak  p lus  
tC2  (Wate r s ,  USA) ,  Cap t iva  ND L i p i d s  s ing le  tube  3mL (Agi l en t  
t echno logy,  USA) ,  Discovery  CN SPE 50  mg  (Supe lco ,  USA)を用い
た。陽イオン交換基を含むカートリッジカラムとして、Oas i s  MCX 
p lus ,  Oas i s  WCX p lus (Wate r s ,  USA) ,  E lu t  Bond  PRS 50  mg,  E lu t  
Bond  SCX 50  mg(Agi len t  t echno logy,  USA)を用いた。  
ム ラ サ キ イ ガ イ 抽 出 液 を 以 上 の カ ー ト リ ッ ジ カ ラ ム に 通 す こ
とにより、マトリクス効果原因物質の除去を試みた。 Capt iva  ND 
Lip ids および Discovery  CN は 1  mL の抽出液を通し、担体量の多
い SepPak  p lus  Dio l ,  SepPak  p lus  tC2 は 2  mL の抽出液をカートリ
ッジカラムに通した。陽イオン交換基を含むカートリッジカラム
にムラサキイガイ抽出液を通す際には、抽出液 1  mL に対してあ
らかじめ酢酸を 1  µ L 加え pH を調整した。 Elu t  Bond  PRS および  
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Elu t  Bond  SCX はムラサキイガイ抽出液 1  mL、担体量の多い Oas i s  
MCX p lus ,  Oas i s  WCX p lus は 2  mL をカートリッジカラムに通し
た。各カートリッジカラムを通液したムラサキイガイ抽出液をム
ラサキイガイ前処理液とした。  
下痢性・脂溶性貝毒 25  ng をムラサキイガイ前処理液 500  µ L
に溶解し、LC/MS 分析により定量した。カートリッジカラムによ
るイオン化促進物質の除去効果は回収率から評価した。  
 
固相抽出前処理法の添加回収実験  
 下痢性・脂溶性貝毒標準品  1  µg をムラサキイガイおよびホタ
テガイ抽出液  20  mL に溶解し、下痢性・脂溶性貝毒添加試料  (50  
ng /mL)とした。下痢性・脂溶性貝毒添加試料  1  mL を Capt iva  ND 
L i p i d s  に供した。また陽イオン交換基を含む Oas i s  MCX p lus によ
る前処理は下痢性・脂溶性貝毒添加試料 2  mL に対し、酢酸を 2  µ L
加え、Oas i s  MCX p lus に供した。Capt iva  ND L i p i d s および Oas i s  MCX 
p lus  に よ っ て 前 処 理 し た 下 痢 性 ・ 脂 溶 性 貝 毒 添 加 試 料 に つ い て
LC/MS 分析より定量し、本前処理法の回収率を求めた。操作は繰
り返し 3 回行い、相対標準偏差 (RSD%)より本法によるバラツキ
を求めた。  
 
 
結果および考察  
 
下痢性・脂溶性貝毒の SIM 分析  
 下痢性・脂溶性貝毒の中間濃度標準品 (50  ng /mL)のクロマトグ
ラムを (F ig .10)に示す。ムラサキイガイ試料の 90%メタノール抽
出液については、下痢性・脂溶性貝毒いずれの成分も検出限界以
下 で あ っ た 。 ホ タ テ ガ イ 試 料 に つ い て は PTX6 が 含 ま れ て い た  
(F ig .11)。 市 場 に 流 通 し て い る 規 制 基 準 値 以 下 の ホ タ テ ガ イ か ら
も PTX6 が検出されるため、ホタテガイは PTX6 を長期間保持す
ると推察された。 PTX6 を含まないホタテガイ試料を入手するこ
とは困難であったため、PTX6 の添加回収実験における回収率は、
試料として用いたホタテガイがあらかじめ有していた PTX6 含量
を差し引くことにより回収率を算出した。  
検量線用標準液 (2 .5～ 200  ng /mL)を測定したピークエリアから、
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各 毒 の 検 量 線 を 作 成 し た (F ig .12)。 下 痢 性 ・ 脂 溶 性 貝 毒 の 検 量 線
について 0 .98 以上の相関係数が得られた。  
 
LC/MS 分析における二枚貝マトリックスの影響  
 添加試料の定量値から回収率を算出し、調製した 5 検液の回収
率から相対標準偏差 (RSD％ )を算出した (Tab le .2 )。試料分析 5 検
体に一度測定した Qual i ty  con t ro l についても回収率を算出し、精
度を確認した (Tab le .3 )。添加試料の回収率は 100％を超えており、
陰イオンモードの LC/MS 分析において、ホタテガイおよびムラ
サキイガイ試料中の下痢性・脂溶性貝毒は、イオン化が促進され
る傾向が見られた。また、 Qual i ty  con t ro l についても回収率が高
くイオン化が促進していることから、カラムに強く保持され残存
したマトリックス中に、イオン化を促進する物質が含まれている
ことが明らかになった。陰イオンモードにおける下痢性・脂溶性
貝毒の測定では、 [M-H] -や [M+HCOOH-H] -に相当するイオンを検
出している。これらのイオンの生成を促進する化合物としてプロ
トン受容体である塩基性化合物が推察される。また、逆相分配カ
ラムに強く保持される化合物であることから、低極性化合物であ
ることも推察された。以上の結果から、ホタテガイおよびムラサ
キ イ ガ イ 試 料 中 に 含 ま れ る イ オ ン 化 を 促 進 す る マ ト リ ッ ク ス 効
果原因化合物は、塩基性かつ低極性の化合物であることが示唆さ
れ、この条件を満たす化合物を標的とした前処理条件の検討が有
効であることが明らかになった。  
 
カートリッジカラムによるマトリックス効果原因物質の除去効率 
逆相分配カートリッジカラムにより前処理を行ったムラサキイ
ガイ抽出液に毒を添加した試料の回収率を (Tab le .4 )に示す。添加
回収実験おける回収率の性能基準は 70-120％である。全ての下痢
性・脂溶性貝毒に対して、この性能基準を満たす回収率が得られ
たカートリッジカラムは Capt iva  ND L i p i d s のみであった。次に陽
イ オ ン 交 換 基 を 含 む カ ー ト リ ッ ジ カ ラ ム に よ り 前 処 理 を 行 っ た
ム ラ サ キ イ ガ イ 抽 出 液 に 毒 を 添 加 し た 試 料 の 回 収 率 を (Tab le .5 )
に示す。定量分析法において要求される回収率の性能基準である
70-120％を満たすカートリッジカラムは OA 群（ OA,DTX1）にお
いては Oas i s  MCX p lus のみであった。また、 YTX については、
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全てのカラムが性能基準を満たした。一方、 PTX 群については、
Bond Elu te  SCX 及び Oas i s  MCX p lus において回収率は顕著に低
下した。 Oas i s  MCX p lus カラムで処理をした試料の LC/MS クロ
マトグラムを (F ig .13)に示す。 PTX 異性体のピークが検出され、
Oas i s  MCX p lus 及び Bond Elu te  SCX で前処理をしたムラサキイ
ガイ抽出液における PTX 群の回収率の低下は、異性化によるも
のと推察された。  
陽イオン交換基を含む固相抽出前処理液による PTX 群の異性
化の原因として、 PTX 群は酸触媒によりケト -エノール互変異性
に よ り ス ピ ロ ケ タ ー ル 異 性 体 が 生 じ る こ と が 知 ら れ て い る
(Tosh iyuk i  Suzuk i  e t  a l .  2014)。陽イオン交換基から生じたプロト
ンにより PTX 群は異性化したと考えられる。  
以上の結果から、 Capt iva  ND L i p i d s および Oas i s  MCX p lus につ
いて添加回収実験により、下痢性・脂溶性貝毒の LC/MS 分析に
おける前処理法としての有効性について次節で検証した。  
 
添加回収実験によるカートリッジカラム前処理法の検証  
 下痢性・脂溶性貝毒を添加した二枚貝抽出液を Capt iva  ND L i p i d s
お よ び Oas i s  MCX p lus に よ り 前 処 理 を 行 っ た 試 料 の 回 収 率 を
(Tab le .6 )に示す。 Capt iva  ND L i p i d s の前処理においては、 OA 群お
よび PTX 群について、ホタテガイ・ムラサキイガイのマトリッ
クスの影響は殆どなく、 Capt iva  ND L i p i d s に対しての保持も見ら
れなかった。その結果、良好な回収率が得られた。一方、YTX は
回収率が約 60～ 75％と低く、 Capt iva  ND L i p i d s に一定割合の YTX
が 保 持 さ れ 溶 出 し な い た め に 回 収 率 が 低 下 し た と 考 え ら れ た 。
Oas i s  MCX p lus による前処理では、前処理液に直接毒を添加した
結果と同様に PTX 群の異性化が見られたが、 OA 群および YTX
に つ い て は マ ト リ ッ ク ス 効 果 に よ る イ オ ン 化 の 促 進 は 改 善 さ れ
た。以上の結果から、 Capt iva  ND L i p i d s および Oas i s  MCX p lus は
どちらも下痢性貝毒（ OA,  DTX1）に対しては、マトリックス効
果 の 原 因 と な る イ オ ン 化 促 進 物 質 を 除 去 で き る こ と が 明 ら か と
なった。  
PTX 群や YTX 群はヒトに対する中毒事例がなく、またマウス
経口投与による毒性が極めて低いことから、Codex により検討さ
れ て い る 海 洋 生 物 毒 の 基 準 値 に お い て 規 制 の 対 象 か ら 外 れ て い
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る。そのため、機器分析による下痢性・脂溶性貝毒の検査におい
て、最も重要な分析種は OA 群と考えられている。わが国におい
ては、機器分析法の導入により、 OA 群のみの規制体制に向けて
検討が行われている。今後、LC/MS 法により下痢性貝毒の監視や
検査を行う際には、 Capt iva  ND L i p i d s および Oas i s  MCX p lus によ
る試料の前処理法により、LC/MS 分析による定量の精確さを大幅
に 改 善 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 本 前 処 理 法 の 普 及 に よ り 、
LC/MS 分析による OA 群検査の信頼性が向上すると考えられる。
一方、EU などの一部の国や地域においては、PTX 群や YTX 群は
規制基準値を緩和しつつも、規制対象として監視を続けている。
これらの化合物の LC/MS 法による定量において、マトリクス効
果 に よ る 定 量 阻 害 を 改 善 す る た め の 有 効 な 前 処 理 法 は 未 だ に 報
告されていない。本研究で検討した Oas i s  MCX p lus による前処理
法は OA 群、YTX 群の測定精度改善において有効であり、PTX 群
に お い て も 前 処 理 に よ り 生 じ た 異 性 体 も 含 め た 定 量 を 検 討 す る
ことにより、回収率の改善が見込めるため、下痢性・脂溶性貝毒
の LC/MS 法における前処理法として有望と考える。  
 図表  
F ig .10  SIM LC/MS chromatogram of authentic  diarrhet ic  shel l f ish toxins  and other  l ipophil ic  shel l f ish toxins .
36 
 
 Fig .11  SIM LC/MS chromatogram o f  endogenous  PTX6 in  90% methano l  ex t rac t  o f  sca l lops .
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 Fig .12
 
 
 
 
 
 Ca l ib ra t ion  curve  o f  au then t i c  d ia r rhe t i c  she l l f i sh  
l ipoph i l i c  she l l f i sh  tox in
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Table .2  Recovry  o f  d ia r rhe t i c  she l l f i sh  tox ins  and  o the r  l ipoph i l i c  
   t ox ins  f rom musse l s  and  sca l lops  ex t rac t s .  
High concentration
Mussels OA DTX1 PTX1 PTX2 PTX6 YTX
#1 113 170 129 163 138 105
#2 134 184 129 112 138 112
#3 143 208 110 153 129 103
#4 128 194 141 153 135 114
#5 129 178 117 157 117 113
Average recovery (%) 129 187 125 148 131 109
RSD (%) 9 8 10 14 7 5
Scallops OA DTX1 PTX1 PTX2 PTX6 YTX
#1 131 205 123 114 111 100
#2 136 177 120 116 97 102
#3 151 213 113 166 116 119
#4 168 185 121 149 133 113
#5 152 178 135 143 86 103
Average recovery (%) 147 192 122 138 109 107
RSD (%) 10 9 6 16 17 8
Low concentration
Mussels OA DTX1 PTX1 PTX2 PTX6 YTX
#1 123 146 106 159 161 101
#2 159 172 135 168 194 129
#3 112 142 134 182 170 111
#4 180 131 120 169 160 120
#5 150 151 129 165 119 95
Average recovery (%) 145 148 125 169 161 111
RSD (%) 19 10 10 5 17 12
Scallops OA DTX1 PTX1 PTX2 PTX6 YTX
#1 159 175 119 126 115 121
#2 145 188 145 121 132 133
#3 107 185 118 154 84 123
#4 148 193 184 206 145 132
#5 134 166 109 164 155 130
Average recovery (%) 138 181 135 154 126 128
RSD (%) 14 6 22 22 22 4
Recovery (%)
Recovery (%)
Recovery (%)
Recovery (%)
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Table .3  Accuracy  o f  qua l i ty  con t ro l  ob ta ined  fo r  s t andard  d ia r rhe t i c  
she l l f i sh  tox in  and  o the r  l ipoph i l i c  she l l f i sh  tox in  ana lyzed  each  f ive  
b iva lve  samples .  
Quality control (STD 50 ng/mL) OA DTX1 PTX1 PTX2 PTX6 YTX
Accuracy(%) 125 165 112 122 125 117
 
 
Tab le .4   Recove ry  o f  d i a r rhe t i c   she l l f i sh  tox ins  and  o the r  
l ipoph i l i c  tox ins  f rom musse l  ex t rac t s  t r ea ted  wi th  r ever sed-phase  
SPE.
OA DTX1 PTX1 PTX2 PTX6 YTX
Captiva ND Lipids_ #1 104 122 97 95 106 97
Captiva ND Lipids_ #2 95 103 93 108 117 108
Captiva ND Lipids_ #3 111 105 95 98 109 100
Average recovery (%) 103 110 95 100 111 102
RSD% 8 10 2 7 5 6
OA DTX1 PTX1 PTX2 PTX6 YTX
Discovery CN_#1 224 124 93 105 123 118
Discovery CN_#2 197 118 101 103 128 92
Discovery CN_#3 222 118 105 95 116 86
Average recovery (%) 214 120 100 101 122 99
RSD% 7 3 6 5 5 17
OA DTX1 PTX1 PTX2 PTX6 YTX
Sep pak plus diol_#1 148 123 101 85 111 103
Sep pak plus diol_#2 150 132 91 107 113 108
Sep pak plus diol_#3 134 111 84 98 99 94
Average recovery (%) 144 122 92 97 108 102
RSD% 6 8 9 11 7 7
OA DTX1 PTX1 PTX2 PTX6 YTX
Sep pak plus tC2_#1 172 138 96 98 110 91
Sep pak plus tC2_#2 179 148 99 100 123 112
Sep pak plus tC2_#3 195 134 100 112 121 110
Average recovery (%) 182 140 98 103 118 104
RSD% 7 5 2 7 6 11
Recovery (%)
Recovery (%)
Recovery (%)
Recovery (%)
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Table .5  Recovery  o f  d ia r rhe t i c   she l l f i sh  tox ins  and  o the r  l ipoph i l i c  
tox ins  f rom musse l  ex t rac t s  t r ea ted  wi th  ca t ion-exchange  SPE.  
OA DTX1 PTX1 PTX2 PTX6 YTX
Bond elut PRS_#1 123 138 97 93 114 111
Bond elut PRS_#2 114 134 102 91 111 98
Bond elut PRS_#3 113 128 99 103 109 109
Average recover (%) 117 133 100 96 111 106
RSD% 4 4 3 7 3 7
OA DTX1 PTX1 PTX2 PTX6 YTX
Bond elut SCX_#1 111 131 53 55 51 100
Bond elut SCX_#2 104 124 59 55 47 97
Bond elut SCX_#3 117 132 55 63 46 102
Average recover (%) 111 129 56 58 48 100
RSD% 6 4 5 8 5 3
OA DTX1 PTX1 PTX2 PTX6 YTX
Oasis MCX plus_#1 111 111 58 64 55 118
Oasis MCX plus_#2 96 109 57 57 45 95
Oasis MCX plus_#3 101 103 51 51 40 96
Average recover (%) 103 108 55 57 47 103
RSD% 7 4 7 12 16 12
OA DTX1 PTX1 PTX2 PTX6 YTX
Oasis WCX plus_#1 131 142 87 80 95 118
Oasis WCX plus_#2 143 156 81 86 95 111
Oasis WCX plus_#3 129 126 82 78 98 106
Average recover (%) 134 141 83 81 96 112
RSD% 6 11 4 5 2 5
Recovery  (%)
Recovery  (%)
Recovery  (%)
 Fig .13  SIM 
MCX p lus .
LC/MS chromatogram of  PTX 
 
ana logues
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Table .6  Recovery  o f  d ia r rhe t i c  she l l f i sh  tox in  and  l ipoph i l i c   
she l l f i sh  tox in  fo r t i f i ed  to  b iva lve  ex t rac t s  and  passed  
thorough  the  Cap t iva  ND Lip ids  & Oas i s  MCX p lus  
p re t rea tment .  
OA DTX1 PTX1 PTX2 PTX6 YTX
Mussels_Captiva ND Lipids_#1 92 99 97 83 94 76
Mussels_Captiva ND Lipids_#2 91 92 97 82 97 73
Mussels_Captiva ND Lipids_#3 91 92 89 84 98 73
Average recovery (%) 91 94 94 83 96 74
RSD% 1 4 5 2 2 3
OA DTX1 PTX1 PTX2 PTX6 YTX
Scallops_Captiva ND Lipids_#1 106 105 104 89 94 63
Scallops_Captiva ND Lipids_#2 100 116 94 90 104 72
Scallops_Captiva ND Lipids_#3 97 114 92 94 99 67
Average recovery (%) 101 112 97 91 99 68
RSD% 5 6 7 3 5 7
OA DTX1 PTX1 PTX2 PTX6 YTX
Mussels_Oasis MCX plus_#1 96 79 55 53 33 102
Mussels_Oasis MCX plus_#2 93 85 49 49 33 100
Mussels_Oasis MCX plus_#3 87 75 49 48 29 97
Average recovery (%) 92 80 51 50 32 99
RSD% 5 6 7 5 6 2
OA DTX1 PTX1 PTX2 PTX6 YTX
Scallops_Oasis MCX plus_#1 102 89 63 56 38 96
Scallops_Oasis MCX plus_#2 104 89 59 57 33 107
Scallops_Oasis MCX plus_#3 98 85 53 52 24 86
Average recovery (%) 101 88 58 55 32 96
RSD% 3 3 9 5 21 11
Recovery (%)
Recovery (%)
Recovery (%)
Recovery (%)
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第 2 章  
下痢性貝毒オカダ酸群の自動前処理蛍光 HPLC 分析法の確立  
 
下痢性貝毒オカダ酸 (OA)群はカルボキシ基を有しており、このカ
ルボキシ基に対し蛍光化試薬を反応させた蛍光誘導体を HPLC に
より定量する手法が開発されている（ Lee  e t  a l .  1987）。蛍光 HPLC
分析は LC/MS 分析と比較し、マトリックスの影響を受けにくい
分析法であり、 OA 群蛍光誘導体のピークの検出を妨害する様々
な蛍光物質と完全分離することにより、高感度かつ精密な定量分
析が可能である。そのためには、シリカカートリッジカラムによ
る煩雑な前処理が必要であり、前処理効率の再現性についても十
分な検討が行われていないため、実用化には至っていない。本研
究では OA 群の蛍光 HPLC 法についてカラムスイッチングを用い
たオンライン前処理法を導入し、再現性と定量性を大幅に改良し
た自動前処理蛍光 HPLC 分析法を開発した。さらに、 DTX3 など
のエステル型 OA 群も含めた検出を可能とするために、エステル
型 OA 群のアルカリ加水分解処理を含めた分析手順を検討し、OA
群検査における国際規格に適合した分析法を検討した。本法の妥
当性を検証するために、天然で毒化したイガイ試料を対象に、本
法および LC/MS 法による定量値を比較して相関性を明らかにし
た。  
 
 
試料および方法  
 
試薬  
メ タ ノ ー ル お よ び ア セ ト ニ ト リ ル は 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
用を用い、ヘキサンおよびクロロホルム、アセトンは特級を使用
した (和光純薬工業 ,  大阪 )。98％ギ酸およびギ酸アンモニウム (ナ
カ ラ イ テ ス ク ,  京 都 )は 精 密 分 析 用 を 用 い た 。 30％ ア ン モ ニ ア 水
(関東化学 ,  東京 )は特級を用いた。カルボキシ基蛍光化試薬は遊
離 脂 肪 酸 の 分 析 試 薬 と し て 開 発 さ れ た 9-Anthry ld i azomethane  
(ADAM)を用いた (フナコシ ,  東京 )。塩酸および水酸化ナトリウム
(関東化学 ,  東京 )は特級を使用した。超純水は、EASY Pure® RODI  
Sys tem(Barns tead ,  USA)により製造した。  
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試料  
添加回収実験用の試料として、 OA 群が検出限界以下のホタテ
ガイ ,  マガキ ,  ミドリイガイの 9 倍量 90％メタノール抽出液を用
い た 。 天 然 で 毒 化 し た 二 枚 貝 試 料 と し て -25℃ で 冷 凍 保 存 し た 秋
田県・山形県・新潟県で毒化したイガイの 90％メタノール抽出液
20 検体を用いた。  
 
0 .2% ADAM/メタノール溶液 (w/v)  
 ADAM 2mg にアセトン 50  µ L および 950  µ L メタノールに溶解
し、 0 .2％ ADAM/メタノール溶液とした。  
 
下痢性貝毒標準品  
 下痢性 貝毒標準 品のオカ ダ酸 (OA)、  ジノ フィシス トキシン -1  
(DTX1)  20  µ g をそれぞれメタノール 1  mL に溶解し、 OA および
DTX1 標準品 50  µ L を分注し、合わせて窒素ガスにより風乾し、
下痢性貝毒標準品 1  µ g とした。  
 
OA 群蛍光誘導体の標準品調製  
下痢性貝毒標準品 1  µ g に 0 .2% ADAM/メタノール溶液 200  µL
を 加 え 溶 解 し 、 室 温 下 の 暗 所 に て 1 時 間 反 応 さ せ 、 OA 群 の
9-an thry lmethy l (AM)エステルを調製した (F ig .14)。  
オンライン前処理の条件検討に用いる標準品は 1 時間反応させ
た後に 35℃の N 2 ガスエバポレーターにより溶媒を除去した。残
渣はヘキサン：クロロホルム (１：１， v/v)  300  µ L で 3 回洗いこ
み、ヘキサン 5  mL でコンディショニングした Sep  Pak  P lus  S i l i ca  
Car t r idge  (Wate r s ,  USA)へ供した。ヘキサン：クロロホルム (１：
１， v/v)  5  mL で洗浄し、次にクロロホルム 5  mL で洗浄した。ク
ロロホルム：メタノール (95： 5， v/v)  5  mL で ADAM 誘導体の
AM-OA および AM-DTX1 を溶出させた。溶出液はロータリーエ
バポレーターにより溶媒を除去し、残渣に 1  mL のメタノールを
加え、前処理条件検討用のシリカカートリッジ前処理 AM-OA・
AM-DTX1 標準液とした。  
自動前処理蛍光 HPLC 分析による定量に用いた標準品は、 OA
群の 0 .2%ADAM/メタノール反応液 200  µ L に 800  µ L のメタノー
ルを加え、定量用 AM-OA・ AM-DTX1 標準液 (1  µg/mL)とした。  
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二枚貝試料の抽出および蛍光誘導体の調製  
 二枚貝の可食部 1  g に 90%メタノール 9  mL を加え、ホモジナ
イザーにより抽出した。 90％メタノール抽出液を 2000  g で 3 分
間遠心分離し、上清を二枚貝抽出液とした。  
二枚貝抽出液 200  µL に 1 .25M 水酸化ナトリウムを 50  µL 加え
80℃で 30 分間加熱し、エステル型 OA 群の加水分解を行った。
加水分解後、 1 .25M 塩酸を 55  µL を加え、反応液の pH を酸性に
した。加水分解物にヘキサン 200  µL を加え撹拌し、 2000  g で 5
分 間 遠 心 分 離 し 、 上 層 の ヘ キ サ ン を 除 去 し た 。 ヘ キ サ ン に よ る
液々分配は繰り返し 2 回行った。含水メタノール層に 80  µL の超
純水，320  µL のクロロホルムを加え撹拌し、2000  g で 5 分間遠心
分離した。OA 群が分配されるクロロホルム層を 1 .5  mL ガラスチ
ューブへ移した。再度含水メタノール層にクロロホルムを 320  µL
加え攪拌し、分配したクロロホルム層を合わせた。  
クロロホルム層を 35℃に保温し、 N 2 ガスエバポレーターによ
り溶媒を除いた。完全に溶媒を除去したのち、 0 .2% ADAM/メタ
ノール溶液 200  µL を加え暗所で 1 時間反応させた試料を二枚貝
試料 ADAM 反応液として、本法により分析した。  
 
カラムスイッチングによる自動前処理蛍光 HPLC 分析  
自動前処理用液体クロマトグラフとして L-6200/L-6000(日立ハ
イテクサイエンス ,  東京 )  グラジエントポンプを用いた。移動相
は、 A 液として 50  mM ギ酸 ,  2  mM のギ酸アンモニウムを含む超
純水 ,  B 液として 50  mM ギ酸 ,  2  mM のギ酸アンモニウムを含むア
セトニトリル：超純水（ 95 :5，v/v）の 2 相を用いた。前処理カラ
ム と し て CAPCELL PAK CN SG120( 粒 径 5  µ m)φ  4 .6×250  
mm(SHISEIDO,  東京 )を用いた。  
分析装置として液体クロマトグラフ L-7110(日立ハイテクサイ
エンス ,  東京 )アイソクラティックポンプを用い、移動相は 50  mM 
ギ酸 ,  2  mM のギ酸アンモニウムを含むアセトニトリル：超純水
（ 95:5，v/v）を用いた。濃縮カラムとして Deve los i l  C30(粒径 5  µ m) 
φ4 .6×50  mm, 分 析 用 カ ラ ム と し て Deve los i l  C30( 粒 径 5  µ m) 
φ4 .6×150  mm(野村化学 ,  愛知 )を用いた。蛍光検出器として F-1050 
(日立ハイテクサイエンス ,  東京 )を用い、励起波長 365 nm,  蛍
光波長を 412  nm に設定し、 OA 群 ADAM 誘導体を検出した。   
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カ ラ ム ス イ ッ チ ン グ シ ス テ ム と し て 高 圧 六 方 バ ル ブ (SHISEIDO,  
東京 )を使用した。  
カラムスイッチングによる自動前処理蛍光 HPLC 分析のシステ
ム概略図を (F ig .15 )に示す。標準品および試料は 10  µ L 注入し分
析た。試料の定量は標準品とのピーク面積比から AM-OA および
AM-DTX1 の濃度を以下の計算式により算出した。  
 
定量濃度 µg /g = ( 試料 PA / 標準品 PA ) × 標準品濃度 × 希釈係数 
 
PA はクロマトグラムのピーク面積を表し、標準品は 1 µg/mL を用い、希釈
係数は試料 1 g あたり 9 倍量の 90％メタノールによって抽出していること
から、10 倍希釈となる。 
 
前処理カラムによる AM-OA および AM-DTX1 の蛍光 HPLC 分析  
前処理カラム Shise ido  CAPCELL PAK CN SG120  φ4 .6×250  mm
と蛍光検出器を直結し、移動相条件として 60％ B、流速 2  mL/min
の 分 離 条 件 で シ リ カ カ ー ト リ ッ ジ カ ラ ム に よ る 前 処 理 を し た
AM-OA・AM-DTX1 標準液を測定した。Shise ido  CAPCELL PAK CN 
SG120  φ  4 .6×250  mm における AM-OA および AM-DTX1 の溶出時
間を確認し、溶出時間から高圧六方バルブの切り替え時間を最適
化した。切り替えバルブのプログラムも含む AM-OA,  AM-DTX1
の LC 分析条件を (Tab le .7 ,  8 )に示す。  
 
添加試料の調製  
OA 群が検出限界以下のホタテガイ、マガキ、ミドリイガイの
90％メタノール抽出液に対し、 0 .08 ,  0 .16 ,  0 .8  µ g /g 相当量の OA
および DTX1 を添加した。貝種ごとに産地が異なる 2 検体を対象
に試験し、毒を添加した試料は加水分解および ADAM 誘導体の
調製を行った。本法のバラツキを明らかにするため添加回収試験
の試料調製は 3 回行い、平均回収率および相対標準偏差 (RSD％ )
を求めた。  
 
LC/MS および LC/MS/MS 分析   
 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ と し て Agi len t  1200 モ デ ル (Agi l en t  
t echno logy,  USA)、ハイブリットトリプル四重極 /リニアイオント
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ラップ質量分析計として 3200  Qt rap  (AB Sc iex ,  USA)を使用した。 
分離条件として、カラムは Hyper s i l  BDS C8 (粒径 3µm)φ2 .1×50  
mm (Thermo Sc ien t i f i c ,  USA)を使用した。移動相は A 液として 50  
mM ギ酸 ,  2  mM のギ酸アンモニウムを含む超純水 ,  B 液として  
50  mM ギ酸 ,  2  mM のギ酸アンモニウムを含む 95  %アセトニトリ
ル：超純水（ 95:5， v/v）の 2 相を用いた。加水分解物の OA 群は
流速 0 .2  mL/min の 50％ B アイソクラティック条件で分離し、
AM-OA・AM-DTX1 は流速 0 .2  mL/min の 70％ B アイソクラティッ
ク条件で分離した。標準品および試料は 5  µ L 注入し測定した。  
イオン化は ESI 法により行い、加水分解した試料中の OA 群は
陰イオンモードの [M-H] -を対象とした SIM 分析により定量した。
AM-OA・ AM-DTX1 は 陽 イ オ ン モ ー ド の [M+NH 4 ] +を 対 象 と し た
SIM 分析により定量した。本研究では、先行研究も含めてこれま
での研究では実施されていなかった OA 群 ADAM 誘導体に相当す
るピークを対象に MS/MS スペクトルを測定した。天然で毒化し
たイガイ試料について、カラムスイッチングによる自動前処理蛍
光 HPLC 分 析 に よ り 検 出 し た AM-DTX1 の ピ ー ク を 分 取 し 、
Syr inge  in fus ion によってイオン源へ導入した。 [AM-DTX1+NH 4 ] +  
の m/z  1026 をプリカーサーイオンとし、リニアイオントラップモ
ー ド の Enhanced  p roduc t  ion  scan(EPI ) に よ っ て AM-DTX1 の
MS/MS スペクトルを測定し、ピークの同定を行った。  
 
 
結果および考察  
 
OA 群 ADAM 誘導体のカラムスイッチング条件  
ADAM 反 応 液 か ら は 試 薬 由 来 の 様 々 な ピ ー ク が 溶 出 す る こ と
が 知 ら れ て い る 。 そ の た め 、 本 研 究 で 検 討 し た 前 処 理 カ ラ ム
Capce l l  Pak  CN SG120 に お け る OA 群 ADAM 誘 導 体
（ AM-OA,AM-DTX1）のピークを同定するために、シリカカート
リ ッ ジ カ ラ ム に よ る 前 処 理 に よ り 夾 雑 物 ピ ー ク を 除 去 す る 必 要
があった。  
既報（ Lee  e t  a l .  1987）に従いシリカカートリッジカラムによ
る前処理を行った AM-OA および AM-DTX1 標準品を Capce l l  Pak  
CN SG 120 で分析した結果、明瞭な 2 本のピーうが検出され、そ
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れぞれ AM-OA と AM-DTX1 のピークと同定した (F ig .16)。AM-OA
の溶出時間は 5 .7-6 .5 分、 AM-DTX1 の溶出時間は 8 .9-9 .7 分であ
っ た 。 ピ ー ク の 更 な る 確 認 は 後 述 す る 天 然 試 料 か ら 検 出 さ れ た
AM-DTX1 ピークの MS/MS スペクトルの測定により行った。  
次 に 、 Capce l l  Pak  CN SG 120 か ら 溶 離 す る AM-OA お よ び
AM-DTX1 画分をスイッチングバルブにより濃縮カラム Deve los i l  
C30  φ4 .6×50  mm へ導入し (F ig .15)、カラムスイッチングによる自
動前処理条件を決定した (Tab le .7 ,  8 )。  
最適化した条件により、シリカカートリッジカラムによる前処
理を行っていない AM-OA・AM-DTX1 標準液 (1  µg/mL)を測定した
クロマトグラムを (F ig .17)に示す。 AM-OA と AM-DTX1 のピーク
エリア比から、既報のシリカカートリッジカラムによる前処理に
より AM-DTX1 の回収率が約 40％低下していることが明らかにな
った。  
 
添加回収実験  
ホタテガイ抽出液に対し OA と DTX1 をそれぞれ 0 .08 ,  0 .16 ,  
0 .80  µ g /g  相当量添加した試料の AM-OA および AM-DTX1 のクロ
マトグラムを (F ig .18 ,  19)に示す。マガキおよびミドリイガイにつ
いても同様のクロマトグラムが得られた。平均回収率および相対
標準偏差を (Tab le9 ,  10)に示す。添加試料の S/N 比から算出した定
量限界 (LOQ,  S /N=10)は AM-OA において 8 .55  ng /g ,  AM-DTX1 に
おいて 8 .64  ng /g であり、 LC/MS 分析と同等の感度が得られるこ
とが明らかになった。さらに、全ての添加試料で回収率は約 90
～ 115％となり、相対標準偏差も 10％以下となることから本法は、
CODEX 国際規格などに適合した精確な分析法であることが明ら
かとなった。  
 
LC/MS 分析との相関  
 天然で毒化したイガイの自動前処理蛍光 HPLC 分析により得ら
れた OA 群 ADAM 誘導体のクロマトグラムを (F ig20)に示す。ま
た、同一試料から得られた OA 群の LC/MS クロマトグラム並び
に OA 群 ADAM 誘導体の LC/MS クロマトグラムを（ Fig  21 ,22）
に示す。天然で毒化したイガイからは OA は検出されず、高濃度
の DTX1 が検出された。毒化したイガイ 20 検体の自動前処理蛍
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光 HPLC 分析による AM-DTX1 の定量値と LC/MS 分析による
DTX1 および AM-DTX1 の定量値の相関を (F ig .23 ,  24 )に示す。天
然 で 毒 化 し た イ ガ イ の 自 動 前 処 理 蛍 光 HPLC 分 析 に よ る
AM-DTX1 の定量値と LC/MS 分析による DTX1 および AM-DTX1
の定量値は高い相関が得られた。また LC/MS 分析による下痢性・
脂 溶 性 貝 毒 の 定 量 は マ ウ ス 毒 性 試 験 と の 相 関 性 が 確 認 さ れ て お
り (Tosh iyuk i  Suzuk i  e t  a l .  2005)、同様に本法は下痢性貝毒公定法
であるマウス毒性試験による OA 群の毒力値とも相関が得られる
と考えられる。  
 
MS/MS スペクトルによる OA 群 ADAM 誘導体の同定  
 毒 化 し た イ ガ イ の 自 動 前 処 理 蛍 光 HPLC 分 析 で 検 出 し た
AM-DTX1 のピークを分取し、 Syr inge  in fus ion によって測定した
MS/MS スペクトルを (F ig .25)に示した。特徴的なスペクトルとし
て AM-DTX1 の Anthracene 部分に由来する m/z  191 およびポリエ
ー テ ル 構 造 に 由 来 す る 連 続 し た 脱 水 ピ ー ク が 観 測 さ れ た (F ig .26 )。
OA 群 ADAM 誘導体の MS/MS スペクトルは本研究により初めて
測定されたものであるが、本結果からこれまで OA 群 ADAM 誘導
体 の ピ ー ク と し て 同 定 し て き た ピ ー ク が 正 真 で あ る こ と が 初 め
て確認された。  
 また、本結果から OA 群 ADAM 誘導体は Anthracene 構造由来
の m/z  191 が強く検出されるため、ピーク同定だけでなく m/z  191
を対象とした precursor  ion  scan  分析を行うことで未知の OA 群
類縁体を検索することも可能であり、高感度な類縁体検索法とし
ても有望である。
 図表  
 
F ig .14  Chemica l  s t ruc tu re  o f  OA ana logs  and  de r iva t i za t ion  o f  tox ins  wi th  9
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-Anthry ld iazomethane .
 
  
F ig .15  Schemat i c  d iagram of  t he  HPLC
Pump 1 ,  g rad ien t  pump,  and  Pump 2 ,  i soc ra t i c  pump.
-FLD sys tem 
52 
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au tomat ic  co lumn-swi tch ing  c leanup  va lve .  
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Tab le .7  Grad ien t  p rogram for  c l eanup  and  ana lys i s  o f  ADAM der iva t ive  o f  OA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
OA　condition
Pump 1 Cleanup column switching valve
Min Mobile Phase(%B)
Flow rate
(mL/min) Note Min Valve Note
0.0 60 5.7 B
Fractionation
6.5 A
6.6 60
6.7 100 Wash a cleanup column
13.0 100
13.1 60
Equilibrate a cleanup column
20.0 60
Pump 2　Analysis
0.0
20.0
2.0
Analysis1.0100
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Tab le .8  Grad ien t  p rogram for  c l eanup  and  ana lys i s  o f  ADAM der iva t ive  o f  DTX1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DTX1 condition
Pump 1 Cleanup column switching valve
Min Mobile Phase(%B)
Flow rate
(mL/min) Note Min Valve Note
0.0 60 8.9 B
Fractionation
9.7 A
9.8 60
9.9 100 Wash a cleanup column
16.0 100
16.1 60
Equilibrate a cleanup column
25.0 60
Pump 2　Analysis
0.0
25.0
2.0
Analysis1.0100
 Fig .16  Chromatogram of  au then t i c  OA and  DTX1 ADAM
(250  ×  4 .6  mm) .  A
a  SepPak  s i l i ca  ca r t r idge  was  ana lyzed .
 mix ture  o f  au then t i c  OA and  DTX1 ADAM der iva t ives  p repared  wi th
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 de r iva t ives  on  the  Capce l l  Pak  CN SG120  co l umn 
 
 c l eanup  by  
 Fig .17  Chromatograms of authentic OA and DTX1 (B)
cleanup
silica cartridge was analyzed.
 HPLC-FLD. A mixture of authentic OA and DTX1 ADAM derivatives
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 ADAM derivatives from the automatic column switching 
 without cleanup by Sep
 
Pak 
 Fig .18  Chromatograms  o f  ADAM
sca l lops  fo r t i f i ed  wi th  OA
from the  au tomat ic  co lumn
57 
 de r iva t ives  o f  tox ins  ob ta ined
 the  r ange  be tween
-swi tch ing  c leanup
 0 .08  and  0 .8  
 HPLC
 
 f rom 
µ
-FLD.
g /g  
 
 Fig .19  Chromatograms  o f  ADAM der iva t ives  o f  tox ins  ob ta ined  f rom 
sca l lops  fo r t i f i ed  wi th  
µg/g  f rom the  automat ic  column
DTX1
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 t he  
-
r ange  be tween  0 .08  and  0 .8  
swi tching  c leanup
 
 HPLC-FLD. 
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Table .9  Recovery  o f  OA f rom methano l i c  ex t rac t s  o f  b iva lves .  
Sample added toxin(µg/g)
Average recovery (%)
(n=3) RSD (% )
mussel no.1 93.2 4.7
mussel no.2 95.2 8.8
oyster no.1 104.9 1.7
oyster no.2 96.0 3.8
scallop no.1 93.8 3.4
scallop no.2 101.2 3.7
mussel no.1 100.5 8.4
mussel no.2 98.6 1.4
oyster no.1 108.3 4.4
oyster no.2 95.4 5.9
scallop no.1 95.6 4.3
scallop no.2 96.7 6.3
mussel no.1 100.9 4.2
mussel no.2 112.4 0.9
oyster no.1 101.2 1.0
oyster no.2 105.7 7.2
scallop no.1 90.0 4.2
scallop no.2 110.1 1.9
0.08
0.16
0.80
OA recovery rate
 
 
Tab le .10  Recovery  o f  DTX1 f rom methano l i c  ex t rac t s  o f  b iva lves .  
Sample added toxin(µg/g)
Average recovery (%)
(n=3) RSD (% )
mussel no.1 96.1 4.2
mussel no.2 100.4 2.1
oyster no.1 97.8 3.1
oyster no.2 96.1 4.2
scallop no.1 97.0 2.3
scallop no.2 98.6 7.2
mussel no.1 96.9 6.8
mussel no.2 96.9 6.9
oyster no.1 109.4 1.6
oyster no.2 97.4 9.9
scallop no.1 95.0 3.7
scallop no.2 95.4 3.0
mussel no.1 95.5 2.6
mussel no.2 97.8 1.2
oyster no.1 97.8 4.2
oyster no.2 113.0 5.2
scallop no.1 97.8 3.1
scallop no.2 111.4 4.1
0.08
0.16
0.80
DTX1 recovery rate
 
 Fig .20  Chromatograms  o f  OA 
musse l s  co l l ec ted  
(A)  and  DTX1 (B)  ADAM der iva t ives
in  Japan  f rom the  au tomat ic  co lumn
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 de tec ted  in  na tu ra l ly  con tamina ted  
- swi tch ing  c leanup  HPLC
 
-FLD.  
 Fig .21  HPLC/SIM
natura l ly
-MS chromatograms  o f  OA and  DTX1
 con tamina ted  musse l s  t r aced  fo r  [M
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 ob ta ined  f rom (A)  s t andard  tox ins  and  (B)  
-H] -  i on  on  the  Hypersil-BDS-C8 column (50 × 2.1 mm).
 
 
 Fig .22  HPLC/SIM
toxins  and  (B)  na tu ra l ly
co lumn (50  ×  2 .1  mm) .
-MS chromatograms  o f  OA and  DTX1 ADAM
 contamina ted  musse l s  t r aced  fo r  [M+NH
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 de r iva t ives  ob ta ined  f rom (A)  s t andard  
4 ] +  i on  on  the  Hypers i l
 
-BDS-C8  
 Fig .2
 
3  Corre la t ion  o f  DTX1 con ten t s  in  20  na tu ra l ly
musse l s  quan t i t a t ed  be tween  HPLC
and  HPLC/SIM-MS for  f r ee  tox in
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4  Cor re la t ion  o f  DTX1 con ten t s  in  20  na tu ra l ly
musse l s  quan t i t a t ed  be tween  
fo r  the  ADAM der iva t ive .
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F ig .2
 Fu l l  scan  l inea r  ion  t r ap  
[M+NH
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4 ] +  o f  DTX
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d i agram of
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第 3 章  
国内沿岸で採取した珪藻 Pseudo-nitzschia 属の LC/MS/MS 分析による  
記憶喪失性貝毒ドウモイ酸生産能の解析  
 
第１章、第２章を通して、 LC/MS などの機器分析法は有毒成分
の検出において極めて強力な道具であることを示してきた。本章は
同様に機器分析法の一つである LC/MS/MS 法を利用した貝毒分析
について述べる。記憶喪失性貝毒の原因毒であるドウモイ酸 (DA)
は珪藻の Pseudo-ni tzschia 属などが生産している。本研究では本邦
沿 岸 域 で 採 集 し た Pseudo-ni tzschia 属 の 出 現 種 を 解 析 し 、
LC/MS/MS 分析によって単離培養した Pseudo-ni tzschia  属の DA 生
産能を調査した。 Pseudo-ni tzschia 属の培養液を直接分析するとと
もに、培地中に低濃度に含まれる DA を検出するため、海水中に
DA を添加し、逆相分配固相抽出カラムによる濃縮法を検討した。  
 
 
試料および方法  
 
試薬  
メタノールおよびアセトニトリルは高速液体クロマトグラフィ
ー用を用いた (和光純薬工業 ,  大阪 )。 98％ギ酸およびギ酸アンモニ
ウム (ナカライテスク ,  京都 )は精密分析用を用いた。超純水は、
EASY Pure® RODI System(Barnstead,  USA)により製造した。  
 
DA 標準品  
DA 標準液  103.8 µ g/mL (Nat ional  Research Council  Canada NRC 
CRM-DA-f)を超純水：アセトニトリル (19:1,  v/v)で 1000 倍に希釈し、
定量用 DA 標準品とした。QTOFMS によるフラグメントイオン解析
用の DA 標準品は DA 標準液  103.8 µ g/mL を超純水：アセトニトリ
ル (19:1,  v/v)で 200 倍に希釈し、 50 mM ギ酸 ,  2  mM ギ酸アンモニ
ウムを加え使用した。  
 
トリプル四重極 LC/MS/MS 分析  
液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ と し て Agilent  1200 モ デ ル (Agi lent  
technology,  USA)、ハイブリットトリプル四重極 /リニアイオントラ
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ップ質量分析計として 3200 Qtrap (AB Sciex,  USA)を使用した。  
分離条件として、カラムは Hypersi l BDS C8 (粒径 3µm)φ2.1×50 
mm (Thermo Scient i f ic ,  USA)を使用した。移動相は A 液として 50 
mM ギ酸 ,  2  mM のギ酸アンモニウムを含む超純水、 B 液として  
50 mM ギ酸 ,  2  mM のギ酸アンモニウムを含むアセトニトリル：超
純水（ 95:5， v/v）の 2 相を用いたグラジエント分析によって分離
した。カラム温度は 20 度に保ち、グラジエント条件は 10 分間で 5％
B から 100％ B にし、 10 分間 100％ B を流速 0.2 mL/min で行った。
カラムの平衡化は 5％ B で 10 分間行った。  
質量分析のイオン化はエレクトロスプレーイオン化法 (ESI)の陽
イ オ ン モ ー ド で 行 い 、 イ オ ン 源 条 件 と し て キ ャ ピ ラ リ ー 電 圧  
4500V; イオン源温度  600℃ ;  decluster ing potent ia l(DP) 56 V で測定
した。定量は Multiple  React ion Monitoring (MRM)分析により、 DA
の [M+H]＋ m/z  312.2 をプリカーサーイオンとし Q1 で選択し、Q2 に
おける窒素ガスとの衝突誘起解離により生じたプロダクトイオン
m/z 266 を Q3 で選択し検出した。さらに、DA の定性分析としてリ
ニアイオントラップモードの Enhanced Product  Ion Scan(EPI)による
MS/MS 分析により、coll is ion energy(CE) 25-70 V で生じるプロダク
トイオンを測定した。  
 
QTOFMS 分析  
 質量分析装置として micrOTOF-Q Ⅱ  (Bruker  Daltonics ,  Germany)
を使用した。QTOFMS による MS/MS 条件は ESI によりイオン化し、
陽 イ オ ン モ ー ド で 測 定 し た 。 測 定 条 件 と し て キ ャ ピ ラ リ ー 電 圧
4500V;ドライヒーター 180℃ ;  ドライガス 4 L/min;  ネブライザーガ
ス  0 .4  bar ;  col l is ion RF 値  100 Vpp;  CE 20-40 V; スキャンレンジ
m/z 21～ 600 で測定した。DA 標準品はシリンジポンプにより流速 3 
µ L/min で送液し、イオン源へ導入した。 DA の [M+H]+  の m/z  312
をプリカーサーイオンとし、 DA の高分解能 MS/MS スペクトルを
測定した。  
 
Pseudo-ni tzschia 属の培養および同定  
 北海道網走市地先 (ABA)および広島県広島湾 (HIR)から単離され
た Pseudo-ni tzschia 属は 50mL の三角フラスコに 30mL の f /2 改変培
地（ Satoshi  Nagai  et  al . ,  2004）を加え、温度 18℃、光強度 100 µ mol  
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m - 2  s - 1、明暗周期 12hL： 12hD の光条件下で 3 週間培養した。細胞
密度は顕微鏡下で計数した。  
 種同定については、海水 2L を 57µm のナイロンメッシュで大型
の動物プランクトンを除去した。その後、3µm のヌクレポアフィル
ターで全てのプランクトンを捕集し、DNA 抽出するまで -80℃で保
存した。次に、フィルターに 10％ Chelex buffer を添加し、ホモジ
ナイズ後、 97℃で 20 分間加熱し、 DNA 抽出を行った。 PCR は、
Ampli taqGold を使用し、 Pseudo-ni tzschia 属を特異的に増幅するユ
ニバーサルプライマー (Sarah M. McDonald et  al .  2007)  を用いて
PCR 増幅し、クローニングを行った。 1 試料当たり 32 シーケンス
行い、配列を決定した。BLAST 検索により Pseudo-ni tzschia 属の種
を同定した。  
  
LC/MS/MS 分析試料調製  
Pseudo-ni tzschia 属の培養液を冷解凍および超音波破砕し、細胞
を破砕した。2000 g で 5 分間遠心分離を行い、上清を直接 LC/MS/MS
分析した。試料は MRM 分析において 5 µ L を装置に注入し、 EPI
分析においては 20 µ L を注入し、測定した。  
 
固相抽出カラムによる DA の濃縮  
濾過海水 10 mL に対し DA を 20.8 ng 相当量を添加し、添加試料
海水に 1M ギ酸・40 mM ギ酸アンモニウム水溶液を 525 µ L 加えた。
固相抽出カラムとして Sep pak C18 plus(Waters ,  USA)を用いた。 メ
タノール 10ｍ L、水 10ｍ L、 50 mM ギ酸・ 2 mM ギ酸アンモニウム
水溶液  5  mL により平衡化した固相抽出カラムに添加試料海水を
供した。50 mM ギ酸・ 2 mM ギ酸アンモニウム水溶液 10mL により
固相抽出カラムを洗浄した。この操作により、 LC/MS 検出器の汚
染の原因となる海水や培養液中の不揮発性の塩などが除かれる。そ
の後、メタノール 10 mL より DA を溶離した。  メタノール画分
をロータリーエバポレーターにより溶媒を除去した。水：アセトニ
トリル (95： 5， v/v)  2  mL に溶解した試料を LC/MS/MS により分析
した。添加回収試験は 3 回行い、結果より平均回収率および相対標
準偏差を算出した。さらに Pseudo-ni tzschia 属  (091016HIR07、  
0906HIR06、0907ABA03、0907ABA06、0907ABA08、091030HIR11)
培養液について同操作により濃縮した。  
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結果および考察  
 
添加回収実験  
 標準品および濾過海水添加試料における固相抽出カラムへの非
分配画分、洗浄画分、メタノール溶出画分の MRM クロマトグラム
を (Fig.27)に示す。DA は保持時間 7.6 分にピークが検出され、本装
置における DA の検出限界（ S/N 比：3）は 0.2 ng/mL、定量限界（ S/N
比： 10）は 0.6 ng/mL であった。  
メタノール溶出区の平均回収率は 104.7％、相対標準偏差は 3.5％
となり、固相抽出カラム非分配区および洗浄区について DA は検出
限界以下であることから、固相抽出カラムに DA は完全に保持され
たと考えられた。同手法により P. mul t is tr iata (091016HIR07)培養液
についても同様の濃縮効率が得られた (Fig.28)。本法により、培養
液中の DA を効率的に濃縮できることが証明された。さらに本法は
プランクトンネットにより採集、凍結保存した海水濃縮物中の DA
を回収する際にも有効な手法と考えられる。  
DA は３つのカルボキシ基を有し、イオン性水溶性化合物である
ことから逆相分配固相抽出カラムによる保持は難しく、またイオン
交換樹脂を用いた濃縮は海水や培地中に含まれる塩の影響から困
難であった。DA は酸性条件下でカルボキシル基の解離が抑制され
るため、 Sep pak C18 plus に強く保持されると考えられる。二枚貝
試料の DA を分析するために逆相分配固相抽出カラムを用いた前
処理法の報告例はあるが、藻類培養液の DA を濃縮するために逆相
分配固相抽出カラムを用いた例は極めて少ない。（ Zhihong Wang et  
al ,  2007）。本研究で検討した固相抽出カラムによる DA の濃縮法は、
簡易的に海水や培地中の DA を高い精度で濃縮・測定することが可
能であり、培地や現場海水の分析に有効である。  
 
Pseudo-ni tzschia 属の DA 生産能  
DA 標準液、P. mul t iser ies  (091016HIR06)培養液、固相抽出により
5 倍濃縮処理をした P. pungens  (091030HIR11)培養液の MRM クロマ
トグラムを (Fig.29)に示す。P. mul t iser ies  (091016HIR06)培養液から
DA が検出された。本研究で検討した LC/MS/MS 法は DA を極めて
高 感 度 に 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る 。 そ の た め 、 P. mult iseries  
(091016HIR06)  培養液においては、培養液を直接 LC/MS/MS に注入
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することにより、明瞭な DA のピークが検出された。一方、固相抽出
により 5 倍濃縮処理をした P. pungens  (091030HIR11)培養液からは DA
のピークは検出されなかった。この培養株の細胞あたりの毒量は
LC/MS/MS 法の検出限界値から 0.009 pg/cell 以下と推定された。この
値は原液の直接分析により得られた値であり、固相抽出法による濃
縮を行った試料において推定される毒量は 0.0002 pg/cell 以下となる。
これまでに報告されている P. pungens の有毒株における DA 生産能は
0.47 pg/cell であり (Lesley Rhodes  et al ,  1996)、本邦の P. pungens の
DA 生産能は極めて低いと言える。これまでの知見の多くは LC-UV
検出や LC-DAD 検出により検証された事例が多く、本属の毒生産能
の下限値も 0.1 pg/cell 程度であった。本研究の LC/MS/MS 法と固相
抽出法により、DA 生産能が 0.04 pg/cell の Pseudo-nitzschia 属をわず
か 1000 細胞で検出可能であり、Pseudo-nitzschia 属の DA 生産能の下
限値を探求する上でも意義は極めて大きいと考える。  
本 研 究 で 測 定 し た Pseudo-nitzschia 属 の 培 養 液 の 定 量 結 果 を
(Table.11)に示す。DA が検出されなかった株の推定される最低毒量は、
LC/MS/MS による培養液の直接分析により得られた値であるが、この
中 で 培 養 株 0906HIR06 、 0907ABA03 、 0907ABA06 、 0907ABA08 、
091030HIR11 の 5 株については固相抽出法により、さらに 1/5 の最低
毒量であることを確認し、これらの値は既報で報告されている無毒
株より推定される毒量の約 1/80 以下である (Aurelie Lelong et al .  
2012)。  
本研究により、広島県の P. multiseries ,  P. multistriata の DA の生産
を確認した。P. multistriata の DA 生産能についてイタリアのナポリ
湾で採集された P. multistriata より報告されている（Luisa Orsini et al .  
2002）。しかし、ニュージーランドおよびオホーツク海で採集された
P. multistriata から DA は検出していない (Lesley L. Rhodes et al .  2000, 
Tatiana Yu. Orlova et al.  2008) 。本研究において、広島湾で採集した
P. multistriata から DA を検出し、本邦の P. multistriata において初め
て DA の生産能を明らかにした。  
培養した P. multiseries ,  P. multistriata の DA 生産量は 0.57 ～ 1.20 
pg/cell と微量であったが、わが国において DA により二枚貝が毒化
するリスクはあると考えられる。なお、これらの培養株から検出さ
れた DA は次節で示すとおり、LC/MS/MS フラグメントイオンを測定
することにより、確実な DA の同定を行った。  
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DA の MS/MS フラグメトイオンの帰属  
標準品および MRM 分析により DA を検出した Pseudo-nitzschia 属
培養株 (091016HIR06, 091016HIR07)についてトリプル四重極で得ら
れた MS/MS スペクトルを (Fig.30)に示す。分子イオンピーク m/z  312、
基準ピーク m/z 266 に加えて様々なフラグメントイオンが得られた。
Pseudo-ni tzschia 属 培 養 株 の MS/MS ス ペ ク ト ル は DA 標 準 品 の
MS/MS スペクトルと一致し、DA と同定した。  
また、 QTOFMS で得られた DA 標準品の MS/MS スペクトルを
(Fig.31)に示す。トリプル四重極 LC/MS/MS スペクトルと類似した
フラグメントイオンが得られているが、より多くのフラグメントイ
オンが得られた。DA の LC/MS/MS フラグメンテーションの帰属ダ
イアグラムを (Fig.32)に示す。DA の陽イオンモードにおけるフラグ
メンテーションは、脱カルボキシル基反応と脱水反応が主な反応で
あるが、m/z  119 のように共役化により化学的に安定なフラグメント
イオンも検出されており、フラグメンテーション規則における例外
的なイオンは観測されなかった。  
既報で報告されているイオントラップ LC/MS/MS で得られる m/z  
175~266 のフラグメントイオンの帰属について (A. Furey et  al ,  2001)、
QTOFMS による  MS/MS 分析で得られた精密質量実測値と理論値の
比較により検証した結果、測定誤差である 5 mamu の範囲で一致し
たため、既報で報告されたイオンの帰属の妥当性が確認された。さ
らに、帰属されていないイオンについても新たに DA の構造に帰属
させた。(Fig.32)で示すフラグメンテーションダイアグラムは、これ
までに報告された DA の MS/MS スペクトル帰属例の中では最も詳細
であり、DA 類縁体の化学構造の解析や同定に極めて有用である。  
 図表  
Fig .27  MRM LC/MS/MS Chromatograms  o f  domoic  ac id  ob ta ined  fo r   (A)  DA Standard ;  (B)  Seawate r  
passed  th rough  SPE;  (C)  DW e lua te  f rom SPE;  (D)  DA
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 e lu ted  wi th  MeOH.  
 
 Fig .28  MRM LC/MS/MS 
mul t i s t r ia ta .  (A)  d i rec t  in jec t ion  o f  cu l tu re  med ium;  (B)  SPE ex t rac t  concen t ra ted  f ive  t imes
Chromatograms  o f  domoic  ac id  
73 
obta ined  f rom cu l tu red  Pseudo
 
-n i t z sch ia  
 
 Fig .29  MRM LC/MS/MS chromatograms  o f  s t andard  
mul t i ser ies  (B) ,   Pseudo-n i t z sch ia  pungens
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domoic  ac id
 5  t imes  SPE ex t rac t  (C)
 (A) ,  cu l tu re  medium o f  
.
 
Pseudo-n i t z sch ia  
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Tab le .11  Domoic  ac id  ce l lu la r  con ten t s  in  cu l tu red  Pseudo-n i t z sch ia  
spp .   
  
strain species cell density（cells/mL）
DA_concentration
(pg/ cell )
0906HIR01 Pseudo-nitzschia pungens 9100 ≦0.020　（ND)
0906HIR03 Pseudo-nitzschia pungens 4800 ≦0.039　（ND)
0906HIR04 Pseudo-nitzschia pungens 7200 ≦0.026　（ND)
0906HIR06 Pseudo-nitzschia multiseries 13600 ≦0.013　（ND)
0906HIR07 Pseudo-nitzschia pungens 5800 ≦0.032　（ND)
0907ABA01 Pseudo-nitzschia pungens 4100 ≦0.046　（ND)
0907ABA02 Pseudo-nitzschia pungens 3700 ≦0.051　（ND)
0907ABA03 Pseudo-nitzschia calliantha 22400 ≦0.008　（ND)
0907ABA04 Pseudo-nitzschia cf. hemeii 6900 ≦0.027　（ND)
0907ABA06 Pseudo-nitzschia calliantha 21100 ≦0.008　（ND)
0907ABA08 Pseudo-nitzschia calliantha 17400 ≦0.010　（ND)
091016HIR01 Pseudo-nitzschia pungens 9000 ≦0.021　（ND)
091016HIR02 Pseudo-nitzschia pungens 10300 ≦0.018　（ND)
091016HIR03 Pseudo-nitzschia pungens 8500 ≦0.022　（ND)
091016HIR05 Pseudo-nitzschia pungens 8200 ≦0.023　（ND)
091016HIR06 Pseudo-nitzschia multiseries 14700 0.599
091016HIR07 Pseudo-nitzschia multistriata 2000 0.593
091016HIR09 Pseudo-nitzschia pungens 6600 ≦0.028　（ND)
091030HIR11 Pseudo-nitzschia pungens 19700 ≦0.009　（ND)
091030HIR12 Pseudo-nitzschia multiseries 9800 0.575
091127HIR01 Pseudo-nitzschia pungens 4500 ≦0.042　（ND)
091127HIR02 Pseudo-nitzschia pungens 4300 ≦0.043　（ND)
091127HIR03 Pseudo-nitzschia pungens 2900 ≦0.065　（ND)
091127HIR04 Pseudo-nitzschia pungens 4900 ≦0.038　（ND)
091127HIR06 Pseudo-nitzschia pungens 6700 ≦0.028　（ND)
091127HIR07 Pseudo-nitzschia pungens 5800 ≦0.032　（ND)
091127HIR08 Pseudo-nitzschia pungens 3300 ≦0.057　（ND)
091127HIR09 Pseudo-nitzschia pungens 3800 ≦0.049　（ND)
091127HIR11 Pseudo-nitzschia pungens 4000 ≦0.047　（ND)
091127HIR13 Pseudo-nitzschia pungens 2800 ≦0.067　（ND)
091213HIR01 Pseudo-nitzschia pungens 5800 ≦0.032　（ND)
091213HIR02 Pseudo-nitzschia pungens 5300 ≦0.035　（ND)
091213HIR03 Pseudo-nitzschia multiseries 5700 1.197
091213HIR04 Pseudo-nitzschia pungens 6400 ≦0.029　（ND)
 
 Fig .30  Full  scan l inear ion trap MS/MS spectrum obtained for [M+H]
Pseudo-ni tzschia multiseries (B) ,  cultured  Pseudo
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-nitzschia multiseriata 
+
 of domoic acid standard 
(C) .  
 
(A) and cultured  
 Fig .31  High-resolution MS/MS product ion spectrum obtained for [M+H]
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+
 ions of authentic domoic acid  
 
  
F ig  32 .  F ragmenta t ion  d iagram o f  qTOF MS/MS spec t ra  ob ta ined  fo r  domoic  ac id
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第 4 章   
LC/MS/MS 分析による有毒渦鞭毛藻類 Ostreops i s  ova ta が  
生産するパリトキシン類縁体の探索・構造解析  
 
ここでは、第３章に引き続き LC/MS/MS 法を利用した有毒成分
の分析について述べる。底生有毒渦鞭毛藻 Ostreop i s i s  ova ta はパ
リ ト キ シ ン (PLTX)類 縁 体 の オ バ ト キ シ ン (OVTX)群 を 生 産 す る 。
国内で採集した O.  ova ta の培養株 (S0752)の抽出液とイタリア地
中海で採集した OVTX 群生産株 (KAC85)の抽出液を LC/MS/MS 分
析により比較し、国内産 O.  ova ta の OVTX 群の詳細を調べた。同
じ質量数を有する OVTX において LC による保持時間が異なるこ
とから、国内で採集した O.  ova ta が生産する OVTX 群は、イタリ
ア地中海の O.  ova ta が生産する OVTX 群の異性体であることが明
らかになった。LC/QTOFMS を用いて国内で採集した O.  ova ta  が
生産する新規 PLTX 類縁体を検索するとともに、主要成分である
OVTX-a の異性体について、LC/QTOFMS による MS/MS 分析によ
ってその化学構造を推定した。  
 
 
試料および方法  
 
試薬  
 メ タ ノ ー ル お よ び ア セ ト ニ ト リ ル は 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィー用を用いた (和光純薬工業 ,  大阪 )。 98％ギ酸  (ナカライテス
ク ,  京都 )は精密分析用を用いた。超純水は、 EASY Pure® RODI  
Sys tem(Barns tead ,  USA)により製造した  
 
PLTX 標準品  
  PLTX(和光純薬工業  生化学試験用 )  100  µg を 50% メタノール
/水  (1 :1 ,  v /v )  1  mL に溶解し、 1  µg/mL,  10  µg/mL に 50％メタノー
ルで希釈し、 PLTX 標準液として使用した。  
 
試料および抽出  
 日本国内の O.  ova ta は高知県大月町近海で採集した S0752 株
(4 .47×10 7  ce l l s )および既報の OVTX 群 (Pa t r i z i a  Cimin ie l lo  e t  a l .  
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2010)を生産するイタリアで採集した KAC85 株 (9×10 7  ce l l s )を用
い、オストレオシン (OST)-d を生産する Ostreops i s 属培養株とし
て S0587 株 (3 .98×10 6  ce l l s )を用いた。分析に用いた培養株の種同
定および培養条件については既報で報告したとおりである  (Sa to  
e t  a l . ,  2011)。遠心分離によって集藻したペレットに対し 9 倍量の
メタノールを加え超音波破砕によって PLTX 類縁体を抽出した。
メタノール抽出液は 2000  g で 5 分間遠心分離を行い、上清をミ
ニザルト RC4 フィルター  0 .45  µm(Sar to r ius ,  Germany)で濾過した
ものを LC/MS/MS および LC/QTOFMS により分析した。また OVTX
群の保持時間を比較のため等量の S0752 株、 KAC85 株のメタノ
ール抽出液を混合した試料を調製した。  
 
トリプル四重極 LC/MS/MS 分析  
液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ と し て Agi len t  1200 モ デ ル (Ag i l en t  
t echno logy,  USA)、ハイブリットリプル四重極 /リニアイオントラ
ップ質量分析計として 3200  Qt rap  (AB Sc iex ,  USA)を使用した。  
分離条件として、カラムは Hyper s i l BDS C8  (粒径 3µm)φ2 .1×150  
mm (Thermo Sc ien t i f i c ,  USA)を使用した。移動相は A 液として 50  
mM ギ酸 ,  2  mM のギ酸アンモニウムを含む超純水 ,  B 液として  
50  mM ギ酸 ,  2  mM のギ酸アンモニウムを含むアセトニトリル：
超純水（ 95:5，v/v）の 2 相を用いた。カラム温度は 20 度に保ち、
グラジエント条件は 15 分間で 5％ B から 100％ B にし、 5 分間
100％ B を流速 0 .2  mL/min で、 PLTX 類縁体を分離した。カラム
の平衡化は 5％ B で 5 分間行った。  
 質量分析のイオン化は ESI の陽イオンモードで行い、 MRM 分
析 条 件 と し て キ ャ ピ ラ リ ー 電 圧  4500V;  イ オ ン 源 温 度  200℃ ;  
dec lus te r ing  po ten t i a l  (DP)  50  V;  Col l i s ion  energy(CE)は 50  V で測
定した。PLTX および PLTX 類縁体の  [M-H 2 O+2H] 2 ＋ を Q1 より選
択し、Q2 より生じたプロダクトイオンを Q3 で選択し、検出した。
MRM イオンチャンネル (Q1>Q3)は PLTX:  m/z  1331>327;  OVTX-a :  
m/z  1315>327;  OVTX-b:  m/z  1337>371;  OVTX-c :  m/z  1345>371;  
OVTX-d:  m/z  1323>327;  OVTX-e :  m/z  1323>343;  OST-d :  m/z  
1309>313  を検出した。また、PLTX 群の定性分析として Enhanced  
Produc t  Ion  Scan  (EPI )による [M-H 2 O+2H] 2 ＋ を対象とした MS/MS
分析により、 CE 50  V で生じるプロダクトイオンを測定した。  
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LC/QTOFMS 分析  
 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ と し て Ul t imate  3000  モ デ ル (Ther mo  
Dionex ,  USA) を 使 用 し 、 質 量 分 析 装 置 と し て micrOTOF-Q Ⅱ  
(Bruker  Da l ton ics ,  Germany)を使用した。  
PLTX 類縁体の MS スペクトルを得るための分離条件として、カ
ラ ム は Hypers i l  BDS C8 ( 粒 径 3µm)φ2 .1  ×  150  mm (The rmo  
Sc ien t i f i c ,  USA)を用いた。移動相は A 液として 0 .1％ギ酸を含む
超純水、 B 液として 0 .1％ギ酸を含む 95% アセトニトリル /超純
水 (95： 5 ,  v /v )の 2 相を用いた。カラムオーブンは 30℃に保ち、
グラジエント条件として 30％ B で 30 分間保ち、 5 分間で 30％ B
から 100％ B にし、 15 分間 100％ B を流速 0 .2mL/min で PLTX 類
縁体を分離した。カラムの平衡化は 30％ B で 12 分間行った。  
QTOFMS 条件は ESI によりイオン化し、陽イオンモードで測定
した。測定条件としてキャピラリー電圧 4500V;ドライヒーター
200℃ ;  ドライガス 8  L/min ;  ネブライザーガス  1 .6  ba r ;  co l l i s ion  
RF 値  3000  Vpp;スキャンレンジ m/z  1000～ 3000 で測定した。イ
タリアの O.  ova ta から見つかっている既報の OVTX 群について
[M+H+Na] 2 +  を対象にイオン抽出し、検索した。さらに新規 PLTX
類縁体を [M-A moie ty -3H 2 O+H] +を対象に検索した。  
LC/QTOFMS に よ る MS/MS 分 析 の 分 離 条 件 と し て カ ラ ム は
Acqui ty  UPLC BEH C8  (粒径 1 .7  µm) φ2 .1  ×  50  mm (Wate r s ,  USA)
を使用した。移動相は MS スペクトルの解析と同じものを用い、
グラジエント条件として、 2 分間で 5％ B から 100％ B にし、 3 分
間 100％ B でカラムを洗浄した。カラムは 5％ B を 1 分間流し平
衡化した。流速は 0 .4  mL/min で行い、 PLTX 類縁体は約 2 .0～ 2 .3  
min にカラムから溶出した。  
MS/MS 分析条件はプリカーサーイオンとして PLTX 類縁体の
[M-H 2 O+2H] 2 +を対象に、キャピラリー電圧 4500V;ドライヒータ
ー 200 ℃ ;  ド ラ イ ガ ス 8  L/min ;  ネ ブ ラ イ ザ ー ガ ス  1 .6  ba r ;  
co l l i s ion  RF 値  300 /650  Vpp;  Col l i s ion  Energy50/100  V;  スキャン
レンジ m/z  50～ 3000 で測定した。  
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結果および考察  
 
MRM 分析による OVTX 群の分析  
トリプル四重極 LC/MS/MS により測定した S0752 株の MRM ク
ロマトグラムを (F ig .33)に示す。MRM 分析により S0752 株から数
種の PLTX 群と推測される 1～ 7 のピークを検出した。 PLTX の
MRM イオンチャンネルに相当する m/z  1331>327 を検出した (ピー
ク 7)。S0752 株中の主要な PLTX 群は OVTX-a の m/z  1315>327 に
相 当 す る ピ ー ク で あ り 、 OVTX-b(ピ ー ク 2) , -d (ピ ー ク 4)  お よ
OVTX-e(ピーク 6)に相当するピークも検出した。ピーク 3 および
ピーク 5 は保持時間およびピーク強度から OVTX-a  (ピーク 5)お
よび OVTX-b  (ピーク 3)の [M+2H] 2 +の安定同位体に由来するピー
クを検出したと考える。また S0587 株から OST-d に相当するピー
クを検出した (F ig .34)。  
日本沿岸で採集した S0752 株の生産する OVTX 群とイタリアで
採集した既報の OVTX 群を生産する KAC85 株を比較するため、
S0752 株 と KAC85 株 メ タ ノ ー ル 抽 出 液 を 等 量 混 合 し た 試 料 の
MRM クロマトグラムを (F ig .35)に示す。OVTX-a ,  -b ,  -d ,  - e に相当
する MRM イオンチャネルにおいて、S0752 と KAC85 株に含まれ
る OVTX 群はクロマトグラム上で分離して検出された。このこと
から S0752 株に含まれる OVTX 群は KAC85 株に含まれる OVTX-a ,  
-b ,  -d ,  - e の異性体と推定した。 S0752 株に含まれる OVTX 群は
OVTX-aAC,  -bAC,  -dAC,  -eAC (AC =  Adach i  Cul tu re )とした。  
EPI による PLTX 標準品 1  µ g /mL および OST-d ,  OVTX-a ,  - aAC,  -b
の MS/MS スペクトルを (F ig .36)に示す。 PLTX および PLTX 類縁
体 か ら 得 ら れ る MS/MS ス ペ ク ト ル は m/z  1200-1300 に
[M-nH 2 O+2H] 2 +の連続した脱水ピークが検出され、 m/z  726 ,  744 ,  
876 ,  804 は PLTX 群から共通して得られる特徴的なフラグメント
である。PLTX および OVTX-a ,  - aAC は共通して m/z  327 が観測さ
れ、 C8-C9 の開裂 (F ig .37 )により生じるフラグメントイオンであ
る  (Cimin ie l lo  e t  a l .  2008)。一方、 OST-d では C8-C9 のフラグメ
ントイオンが m/z  313  ( -14  amu)にシフトし、既報の C3 位のメチ
ル基の欠損と一致する (Usami  e t  a l .  1995 ,  Ukena  e t  a l .  2001 ,  2002)。
また OVTX-b では m/z  371(+44  amu)にシフトし、PLTX の A moie ty  
に C 2 H 4 O が 付 与 し た 構 造 を 持 つ と 推 測 し た 。 PLTX お よ び
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OVTX-aAC の MS/MS スペクトルの詳細な解析は LC-QTOFMS 分
析より得た MS/MS スペクトルを用い後述する。  
 
LC/QTOFMS による OVTX 群の分析  
LC/QTOFMS で測定した PLTX 標準品 10  µ g /mL の MS スペクト
ル (F ig .38 )より [M＋ H＋ Na] 2 + ,  [M+H] +および PLTX がイオン化の
際に開裂したフラグメントイオン  [M-A moie ty -3H 2 O+H] +が強く
観測された (F ig .37 )。これらのイオンは PLTX の分子量と構造を推
定するために重要なイオンである。  
国内で採集した S0752 株およびイタリアで採集した KAC85 株
の移動相組成 30％ B 条件で測定したトータルイオンクロマトグ
ラム  (TIC)から既知の OVTX 群について、[M+H+Na] 2 +のイオンを
抽出した。抽出イオンクロマトグラム（ EIC）により KAC85 株か
ら OVTX a ,  b ,  d ,  e に相当するピークを検出し  (F ig .39-41)、 S0752
株からも OVTX-aAC,  -dAC,  -eAC に相当するピークを検出した
(F ig .42 ,  43)。KAC85 株から OVTX-b と一致する MS スペクトルが
得られたが (F ig .44 )、 S0752 株からは OVTX-bAC に相当するピー
クは検出されなかった。 LC/QTOFMS 分析により、 S0752 株に含
まれる OVTX-aAC,  -dAC,  - eAC は KAC85 株に含まれる OVTX –a ,  
-d ,  - e  と MS スペクトルが一致し (F ig .45-47)、異性体であること
を確認した。  
 
新規 PLTX 類縁体の検索  
 PLTX は イ オ ン 化 す る 際 に C8-C9 に お い て 開 裂 し [M-A 
moiety-3H2O+H]+のフラグメントイオン m/z  2282 が強く検出される
(Fig.38)。また OVTX 群については同様に C8-C9 の開裂に由来する
m/z  2250 お よ び m/z  2266 の フ ラ グ メ ン ト イ オ ン 観 測 さ れ る
(Fig45-47)。 S0752 株の TIC からフラグメントイオン m/z  2250 およ
び m/z  2266 を抽出した EIC を (Fig.48,  49)に示す。OVTX-aAC, -dAC,  
-eAC の他に OVTX 群と類似した MS スペクトルを示す 4 種のピー
クを観測し、OVTX-UK1-4 とした (Fig.50,  51)。LC/TOFMS 分析によ
り S0752 株から検出した PLTX 類縁体の各付加分子イオンおよびフ
ラグメントイオンを (Table .12)に示す。 OVTX-UK1-3 は OVTX-dAC
と共通するフラグメントイオン m/z  2266 が検出され、 OVTX-UK4
からは OVTX-aAC, -eAC と共通する m/z 2250 が検出された。  
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OVTX-UK2 は [M+H+Na] 2 +の m/z  1351 および推定される組成式
は PLTX と一致するが、 C8-C9 の開裂によるフラグメントイオン
は PLTX と異なる。このことから MRM 分析 (F ig .33)により検出し
た PLTX と 推 定 さ れ る ピ ー ク 7 は OVTX-UK2 の [M+H-B 
moie ty -2H 2 O] +を検出したと推測され、新規 PLTX 類縁体であった。
また LC/QTOFMS 分析では OVTX-bAC は検出されず OVTX b より
-2  amu となる OVTX-UK4 が検出されており、MRM 分析より検出
した OVTX-bAC は OVTX-UK4 の [M-H 2 O+2H] 2 ＋ の安定同位体に由
来するピークを検出したと考える。  
O.  ova ta の生産する OVTX 群は C8-C9 の開裂により OVTX-a ,  -b ,  
- e と共通する m/z  2250 および OVTX-d と共通する m/z  2266 の 2
種のフラグメントイオンを生じる。これらのフラグメントイオン
の検索により、検出した OVTX UK1-4 は [M+H+Na] 2 +または [M+H]
＋ から推定される分子量から、これまで報告のない新規 PLTX 類
縁体であることが明らかとなった。 PLTX 類縁体は C8-C9 の開裂
に由来するフラグメントイオンが強く観測され、この特徴的なフ
ラグメントイオンにより新規 PLTX 類縁体を網羅的な検出が可能
であると考えられる。  
 
OVTX aAC の MS/MS による構造解析  
 PLTX 標準品および OVTX-aAC の  [M-H 2 O+2H] 2 +  (±5  amu)を対
象とした MS/MS スペクトルを (F ig .52)に示す。 m/z1200-1300 は 2
価のポリオール構造に由来する連続した脱水ピークであり、有益
な構造情報は得られなかった。 PLTX と OVTX-aAC に共通する 1
価のプロダクトイオンを (Tab le .13)に示す。PLTX と OVTX-aAC に
おいて C14-C15 の開裂に由来する m/z  419 および C78-C79 の開裂
に由来する m/z  804 が共通して観測され、 OVTX-aAC は C8´-C15 ,  
C78-C115 は PLTX と共通のフラグメントを持つことが推定され
る 。 次 に PLTX と OVTX-aAC で 異 な る プ ロ ダ ク ト イ オ ン を
(Tab le .14 )に示した。 OVTX-aAC は PLTX の C41-C42 の開裂に由
来する m/z  1013 および C49-C50 の開裂に由来する m/z  1388 が -16  
amu シフトした m/z  997 ,  m/z  1372 が観測された。また C41 位のヒ
ド ロ キ シ 基 は C41-C42 の 開 裂 に 不 可 欠 で あ る こ と か ら
OVTX-aAC は PLTX の C16-C20 のヒドロキシ基が欠損した構造を
持つと考えられる。各プロダクトイオンは測定誤差である 5  ppm
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の範囲で一致し、PLTX の構造に帰属した (F ig .53)。解析したフラ
グメントイオンは共役化により化学的に安定であり、フラグメン
テ ー シ ョ ン 規 則 に お け る 例 外 的 な イ オ ン は 含 ま れ て い な い 。
OVTX-aAC は PLTX より C16-C20 ,  C53-C73 間でヒドロキシ基が欠
損していると推定された。  
化学構造の明らかな PLTX 群に対し、体系的にプロダクトイオ
ンを帰属することで、OVTX-aAC において、共通およびシフトし
たプロダクトイオンから新規類縁体の構造情報が得られた。  
 図表  
Fig33 .  MRM LC/MS/MS chromatogram o f  PLTX ana logues  f rom cu l tu red  
86 
Ostreops i s
 
 S0752  s t r a in .  
 Fig .34
 
 MRM LC/MS/MS chromatogram o f  OST
87 
-d  in  cu l tu red  Ostreops i s  S0587  s t r a in .
 
 
 Fig .35
 
 MRM 
cu l tu red  
LC/MS/MS 
Ostreops i s
chroma togram of  PLTX ana logues  in  
 mix tu red  KAC85 s t r a in  and  S0752  s t r a in .
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 Fig .36a
 
 
 
 
 
 
 
 LC
[M+2H
 (A) :  Authen t i c  PLTX;  (B) :
–MS/MS enhanced  p roduc t  ion  spec t ra  ob ta ined  fo r
-H 2 O]2 +  i ons  o f  pa ly tox in  ana logues .  
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 Fig .36b  LC
 
 
–
 [M+2H
(C) :O
MS/MS enhanced  p roduc t  ion  spec t ra  ob ta ined  fo r
-H 2 O] 2 +
VTX-aAC;  (D) :OVTX
 ions  o f  pa ly tox in  ana logues .
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 Fig .37  Insource  f r agmenta t ion
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 be tween  C8  and  C9 of  au then t i c  PLTX.  
 
 Fig .38  High- reso lu t ion  MS spec t ra  o f  au then t i c  
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PLTX.
 
  
 
F ig .39  Ext rac ted  ion  chromatogram
  Italian Ostreopsis cultures (KAC 85 strain)
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 chromatogram of OVTX
.
-a [M+Na+H]2+ ion from 
 
 
 Fig .40  Ex t rac ted  ion  chromatogram
Italian Ostreopsis cultures (KAC 85 strain)
94 
 chromatogram of OVTX
. 
-b [M+Na+H]2+
 
 ion from  
 Fig .41  Ext rac ted  ion  
Italian Ostreopsis
chromatogram of OVTX
 cultures (KAC 85 strain).
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-d, 
 
-e  [M+Na+H]2+ ion from  
 
 Fig .42  Ext
Japanese  
rac ted  ion  chromatogram of  OVTX
Ostreops i s  cu l tu res  (S0752  s t r a in ) .
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 Fig .43  Ext
Japanese  
rac ted  ion  chromatogram of  OVTX
Ostreops i s  cu l tu res  (S0752  s t r a in )
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  F ig .44  High- reso lu t ion  MS spec t ra  o f  OVTX
98 
-b  f rom KAC85 s t r a in .
 
  
F ig .45  High- reso lu t ion  MS spec t ra  o f  
KAC85  and  S0752  s t r a in .
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OVTX
 
-a  and  –aAC f rom 
 
 
 
 Fig .46  High- reso lu t ion  MS spec t ra  o f  
KAC85  and S0752
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 s t r a in .
OVTX
 
-d  and  –dAC f rom
 
 
 
  
F ig . 47  High-
KAC85  and  S0752  s t r a in
reso lu t ion  MS spec t ra  o f  
101 
OVTX
.  
-e  and  –eAC  f rom 
 
 
 Fig .48  Ex t rac ted  ion  chromatogram o f  
m/z  2266  ob ta ined  by  insource  
102 
OVTX
fragmenta t ion .  UK
 ana logue  [M
 
-  A moie ty+H]
=  unknown OVTX
 
+   
 ana logue .  
 Fig .49  Ext rac ted  ion  chromatogram of  
m/z  2250  ob ta ined  by  insource  f ragmenta t ion .  UK=unknown ova tox in  ana logue
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+    
.
 Fig .
 
50  High-
of   [M+Na+H]
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104 
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 Fig . 51  High-
of   [M+Na+H]
reso lu t ion  MS spec t ra  o f  unkown 
2 +
, [M-  A moie ty+H]
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 i ons .  
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Tab le .12  High- reso lu t ion  MS da ta  o f  OVTX ana logue  ob ta ined  f rom fu l l  scan  MS spec t ra .  
[M+H+Na]2+ [M+H]+ [M-A moiety-3H2O+H]+
OVTX-aAC 1335.2388 2647.5055 2249.2796 32.1
OVTX-dAC 1343.2525 2663.4934 2265.2649 25.9
OVTX-eAC 1343.2455 2663.4822 2249.2609 28.1
OVTX-UK1 1399.2010 - 2265.2627 9.1
OVTX-UK2 1351.2501 - 2265.2723 21.9
OVTX-UK3 1364.2808 2705.5331 2265.2711 45.3
OVTX-UK4 1356.2787 2689.5450 2249.2727 46.2
mono-isotopic ion Retention time
(min)
 Fig . 52  High-
[M+2H
reso lu t ion  LC
-H 2 O] 2 +  
–MS/MS produc t  i on  spec t r a  ob ta ined  fo r  
ions  o f  au then t i c  
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PLTX and  OVTX
 
-aAC 
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Table .13  High- reso lu t ion  MS/MS da t a  o f  the  same  produc t  ions  
o f  au then t i c  PLTX and  OVTX-aAC.  
PLTX OVTX a AC Formula
216.1024 216.1019 C13H14NO2
234.1132 234.1130 C13H16NO3
252.1233 252.1231 C13H18NO4
327.1907 327.1913 C16H27N2O5
377.2084 377.2072 C20H29N2O5
406.2214 406.2218 C22H32NO6
419.2178 419.2167 C22H31N2O6
542.2970 542.2967 C27H44NO10
726.4079 726.4047 C37H60NO13
744.4179 744.4158 C37H62NO14
786.4265 786.4308 C39H64NO15
804.4369 804.4359 C39H66NO16
 
 
 
Tab le .14  High- reso lu t ion  MS/MS da t a  o f  the  d i ffe ren t  p roduc t  
ions  be tween   au then t i c  PLTX and  OVTX-aAC.  
PLTX Formula OVTX a AC Formula
1013.6194 C52H89N2O17 997.6169 C52H89N2O16
1388.7583 C69H114NO27 1372.7596 C69H114NO26
1416.7519 C70H114NO28 1400.7532 C70H114NO27
2281.2503 C113H190NO45 2249.2609 C113H190NO43
1075.6543 C54H95N2O19
1514.7936 C75H120NO30
 
 Fig .53  Fragmenta t ion  d iagram o f  qTOF MS/MS spec t ra  o f  
fon t  i s  sh i f t ing  f ragmenta t ion  ion
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 o f  OVTX
authen t i c  
- aAC.
PLTX and  OVTX-
 
aAC.  Bo ld  
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総括  
 
有 毒 微 細 藻 類 を 原 因 と す る 魚 介 類 の 毒 化 は 世 界 中 で 広 く 発 生
し、食品衛生上大きな問題である。わが国においても下痢性・脂
溶性貝毒や麻痺性貝毒を生産する原因藻のほか、さまざまな食中
毒原因毒を生産する有毒微細藻類の存在が確認されている。機器
分析による魚介類の食中毒原因毒の分析は、食品衛生ならびに漁
業者への経済的被害の観点からも精確な分析法が求められる。ま
た、機器分析により食の安心・安全を保つためには有毒微細藻類
の毒生産能や新規類縁体に関する知見も極めて重要である。これ
らの背景のもと筆者は LC/MS,  MS/MS 分析への移行が決まってい
る下痢性・脂溶性貝毒について高感度かつ精密な定量方法を確立
し、国内で中毒事例のない記憶喪失性貝毒 DA および PLTX 類縁
体についても精密分析法を検討することにより、原因藻の毒生産
能や新規類縁体を解析した。  
下 痢 性 ・ 脂 溶 性 貝 毒 の 定 量 分 析 に お い て 陰 イ オ ン モ ー ド の
LC/MS 分析ではマトリックスの影響によりイオン化が促進し、前
処 理 カ ー ト リ ッ ジ カ ラ ム に よ る 簡 易 的 な 前 処 理 に よ り イ オ ン 化
促進物質は効率的に除去された。マトリックスの影響は地域や季
節変動など様々な要因で変化すると考えられ、今後のデータの蓄
積が必要となる。また、オカダ酸群の蛍光 HPLC 分析ではシリカ
カラムの前処理を省略し、カラムスイッチング法を応用した自動
前処理法を開発することにより、LC/MS 分析に匹敵する高感度か
つ高精度な分析法を確立した。定量値も LC/MS 分析と高い相関
を示し、 LC/MS 分析の代替法として有望と考える。  
広島県で採集した Pseudo-n i t z sch ia 属の DA 生産能として P.  
mul t i ser i es に加え、新たに本邦から採集した P.  mul t i s t r ia ta の DA
生産能が確認された。この結果から、 DA 生産有毒プランクトン
の監視においては、この 2 種の監視が重要と考える。生産量は低
いながらも DA による毒化のリスクは少なからず存在することか
ら二枚貝の監視も必要である。 P.  mul t i ser i es および本邦で DA の
生産が確認されていない P.  pungens は形態が似ており、光学顕微
鏡などによる判別は難しいため、遺伝子や電子顕微鏡によって同
定されている。本研究において開発した固相抽出による海水中の
DA の濃縮法は、海水中に存在する極めて微量な DA を濃縮し、
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検出するための前処理法として有用であり、 DA 生産藻の監視に
有効である。  
国 内 沿 岸 で 採 集 し た 底 生 渦 鞭 毛 藻 Ostreops i s 属 が 生 産 す る
PLTX 類縁体は、イタリア地中海で採集された Ostreops i s 属が生
産する既知 OVTX 群の異性体であり、 LC/QTOFMS 分析の特徴的
なフラグメントイオンより新規 PLTX 類縁体について網羅的な検
索が可能であった。また LC/MS/MS 分析は微量な試料においても
測定することが可能であり、既知化合物の MS/MS スペクトルを
体 系 的 に そ の 化 学 構 造 に 帰 属 し 、 新 規 類 縁 体 に つ い て も そ の
MS/MS スペクトルを解析することにより、有用な構造情報が 得
られる。さらに MS/MS スペクトルから得られた構造情報は NMR
などの構造解析に有益な情報を与える。またイオントラップ型の
質量分析装置による高次 MS/MS 測定によって、より詳細なフラ
グメント解析が可能になると考えられる。  
 このようにわが国には、様々な有毒微細藻類が生産する毒によ
り 魚 介 類 が 毒 化 す る リ ス ク が 存 在 す る 。 LC/MS/MS 法 や 蛍 光
HPLC 法などの機器分析は、有毒微細藻類が生産する海洋生物毒
の定量分析や毒生産能、新規類縁体の構造解析に非常に有用であ
り、本研究の成果が機器分析による食の安心・安全の向上に資す
ることに大きく期待する。
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